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La mort du Professeur Giuseppe Sanarelli, survenue 4 Rome 
le 6 avril dernier, remplit de douleur le coeur de tous les pas- 
toriens. 


Giuseppe Sanarelli est né le 24 avril 1864 4 Monte S. Savino 
(Province d’Azezzo, Italie). I] fit ses études médicales a ]’Uni- 
versité de Sienne ot il fut proclamé lauréat en 1889; a 
ce titre il obtint une bourse qui lui permit de se rendre a 
Paris pour y suivre l’enseignement de I’Institut Pasteur. 
C’est ainsi qu’il entra, en 1892, dans le laboratoire ot. Metch- 
nikoff achevait ses études fondamentales sur 1|’immunité 
phagocytaire dans le rouget du porc, le charbon bactéridien 
et linfection artificiellement produite par le Vibrio metchni- 
kovt. 

De 1892 a 1899, tous les tomes de nos Annales, sauf un, 
contiennent un ou plusieurs mémoires ou Sanarelli déploie 
toutes les ressources de son immense savoir, de sa brillante 
imagination scientifique et de son esprit d’analyse formé a 
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l’Ecole de Roux et de Metchnikoff. Sa collaboration, inter- 
rompue par les nécessités de son enseignement aux Univer- 
sités royales de Bologne et de Rome, puis par la grande guerre, 
redevint, dans la suite, aussi réguliére et chaque année plus 
féconde. Son dernier article, publié en juillet 1939, traitait 
du phénoméne d’allergie hémorragique qu‘il a découvert en 
1896 et qui porte son nom. Immunité cellulaire et immunité 
humorale ; étiologie, pathogénie et vaccination de la fiévre 
typhoide et de la fiévre jaune ; pathogénie du choléra, avec 
la notion du gastro-entérotropisme des vibrions ; étiologie et 
pathogénie du charbon bactéridien et de la tuberculose ; 
morphologie, biologie et action pathogéne des spirochétes 
qu’il considérait comme les éléments générateurs des bacilles 
fusiformes (1927), tels furent les sujets essentiels dont il 
reprit, développa et perfectionna inlassablement 1|’étude expé- 
rimentale. Il y ajoutera la technique des filtres et des sacs 
de collodion (4893) et la découverte du virus de la myxoma- 
tose du lapin (1896). 


L’ceuvre que G. Sanarelli a accomplie au cours de sa longue 
carriére sera analysée en détail dans les Revues de sa patrie, 
en particulier dans les Annali d’Igiene et Rivista di Malario- 
logia qu'il a dirigées jusqu’a sa mort. Mais |’Institut Pasteur 
a tenu a s’associer dés maintenant a l’>hommage que nos col- 
légues italiens s’apprétent a lui rendre. 

Le souvenir de cet ardent animateur, de cet apdtre enthou- 
siaste de la doctrine pastorienne, de cet incomparable ami 
restera gravé dans nos mémoires avec celui de tous nos morts 
qui ont fait de la Maison de Pasteur, le temple indestructible 
de la Microbiologie et de 1’ Immunologie. 

A. Boguer. 


—  _ — 


ULTRAVIRUS ET FLUORESCENCE 
LE VIRUS VACCINAL 


(PREMIER MEMOIRE) 


par C. LEVADITI 


en collaboration avec L. REINIE, M™* STAMATIN, LE-VAN-SEN (+), 
et R. BEQUIGNON. 


(Institut Pasteur et Institut Alfred Fournier.) 


Nous avons entrepris, depuis octobre 1938, avec nos colla- 
borateurs Reinié, Stamatin, Lominski, Le-Van-Sen (1), Béqui- 
enon, Giuntini et Krassnoff, des recherches concernant la 
nature et le comportement des ultravirus, en particulier du 
virus de la vaccine, a l’aide du microscope a fluorescence 
construit par Zeiss, suivant les indications de Hagemann (2). 
L’appareil (8) nous a servi 4 modifier les techniques déja 
existantes et en créer de nouvelles, en sorte que, 4 l’heure 
actuelle, les problémes suivants ont été étudiés : 

1° Colorants fluorochromes (Heitinger (4)] et leurs propriétés 
fluorescentes (frottis et fluorescence des corpuscules élémen- 
taires en milreu liquide) ; 

2° Rapports entre ces corpuscules el les lésitons vaccinales 
(cornée, membrane chorio-allantoide) en fonction de l’évolu- 
tion de ces lésions ; 


(1) Nous regrettons de tout cceur la disparition précoce de cet excel- 
lent et affectueux collaborateur. 

(2) Hacemann. Zentralbl. f. Bakteriol., 53, 1937, p. 279 ; Deutsch. 
med. Woch., n° 18, 1937, p. 514; Miinch. med. Woch., n° 20, 1937, 

. WEL. 
: (3) Ce microscope a été mis 4 notre disposition par M. L. Martin, 
directeur de l'Institut Pasteur. Nous prions M. Martin d’agréer nos plus 
vifs remerciements. 

(4) Herrincer. Handb. d. biolog. Arbeitsmethoden, 3, 1934, p. 3307. 
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3° Préparation et isolement des éléments corpusculaires 
vaccinaux ; 

4° Méthode permettant l évaluation du nombre des mémes 
éléments par wunité de volume ; 

3° Interdépendance de ce nombre et de la virulence 
cutanée, névraxique ou allantoidienne du dermovaccin et du 
neurovaccin ; 

6° Relations entre les corpuscules élémentaires virulents 
spécifiques et d'autres corpuscules avirulents et non spéci- 
fiques ; : 

7° Constitution et nature des corpuscules élémentaires 
(rayonnement ultra-violet en milieu fluorescent) ; 

&° Comportement de ces corpuscules a l’égard de Vultrafil- 
tration et de lVultracentrifugation ; 

9° Influence de certains agents chimiques (bile, éther, urée, 
formol, etc.) sur le nombre, la virulence et le pouvoir antigé- 
nique des éléments corpusculaires ; 

10° Création artificielle de variétés neurovaccinales, etc... 


Nous examinerons successivement ces différents problémes, 
dont quelques-uns ont déja fait Vobjet de notes présentées a 
la Société de Biologie et A l’ Académie des Sciences. 


I. — Les colorants fluorochromes (5). 


Parmi les divers colorants fluorochromes, nous avons étudié 
ceux qui ont été employés par Hagemann, et d’autres qui 
furent mis 4 notre disposition par M. Hoerlein, 


Trcunigur. — La technique utilisée pour la coloration des prépara- 
tions séches, fut celle recommandée par Hagemann, avec quelques 
modifications. Actuellement, nous procédons ainsi : des gouttes, pas 
trop Gpaisses, de suspension de corpuscules élémentaires, sont déposées 
sur une lame de verre parfaitement propre, puis desséchées pendant 
une heure 4 37°. Les lames sont plongées ensuite dans de l’eau distillée 
(en agitant) pendant environ dix minutes. Dessiccation pendant une 
heure a 387°. Coloration pendant cinq minutes, lavage a l’eau distillée 
et examen des préparations séches. La méthode employée pour l’examen 


(5) Levanitr. C. R. Soc. de Biol., 130, 1939, p. 605. 
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des corpuscules élémentaires en fluorescence et A l’état frais, sera 
exposée ci-aprés (v. page 365). 


Résuttats. — Concentration de la couleur = 2 p. 1.000 
(solution additionnée, ou non, d’acide phénique a 2 p. 100). 


1° SERIE DE COLORANTS : PRIMULINE, THIOFLAVINE S, AURA- 
MINE O. — Parmi ces fluorochromes, c’est la thioflavine qui 
nous a fourni les meilleurs résultats. Avec cette couleur, les 
corpuscules élémentaires apparaissent fluorescents et particu- 
liérement brillants, sur le fond obscur du champ microsco- 
pique. Dans les conditions optiques utilisées par nous 
[oculaire KI 88 x, ou K. 20 x, objectifs apochromatiques 
60-0,95 (sec), ou H 1,90, ou H. Gl 1,60 (immersion + glycé- 
rine ou huile n/D = 1,845 Zeiss)], les images sont particulié- 
rement nettes ; elles permettent de préciser la forme sphé- 
rique ou bigéminée des corpuscules élémentaires vaccinaux, 
leur agglomération, si agglutination il y a, leur nombre 
par champ microscopique, etc... Les qualités fluorochromes 
de la primuline se rapprochent de celles de la thioflavine, tout 
en leur étant inférieures. Quant a l’auramine, elle confére une 
fluorescence intense, non seulement aux corpuscules, mais 
encore, et surtout, aux microbes visibles et aux débris cellu- 
laires (frottis de tissus), ce qui est nuisible du point de vue 


électivité. 
2° SERIE DE COLORANTS : RHODAMINE B, TRYPAFLAVINE, URA- 
ninE A, Kosine G. — Parmi ces colorants, la trypaflavine nous 


a fourni des résultats assez médiocres, et il en fut de méme 
de l’uranine A. Les deux autres matiéres colorantes sont inuti- 


lisables. 


En résumé, parmi les colorants fluorochromes ow fluores- 
cents dont nous nous sommes servis pour la mise en évidence 
des corpuscules élémentaires de certains ultravirus (en partt- 
culier ceux de la vaccine), isolés & l'état de pureté, c’est la 
thioflavine qui s’est révélée la plus apte @ faciliter l’examen 
microscopique de ces corpuscules a l’aide du microscope & 
fluorescence. C’est ce méme colorant qui nous a permis I’étude 
qualitative et quantitative des éléments vaccinaux a I’état 
frais, ainsi que nous le montrerons ci-aprés (v. page 365). 
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Il. — Corpuscules élémentaires vaccinaux 
et kératite vaccinale (6). 


La morphologie des corpuscules élémentaires de certains 
ultravirus, en particulier ceux de la vaccine, de la rage, de 
la maladie des canaris, de l’ectromélie, a été étudiée par 
Hagemann (7) et par Gerlach (8), & l’aide du microscope a 
fluorescence. Ayant entrepris des recherches analogues par la 
méthode dont. nous venons d’exposer les détails, il nous a été 
possible de préciser les rapports entre les corpuscules élémen- 
taires du neurovaccin et l|’évolution de la kératite vaccinale 
du lapin, considérée du point de vue clinique et histopatho- 
logique. 


TrecHniguE. — Inoculation du virus neurovaccinal par scarification 
cornéenne (émulsion clarifiée d’encéphale de lapins inoculés, par voie 
transcranienne, avec notre souche LN). Pendant 1|’évolution de la kéra- 
tite, prélévement effectué sur la surface de la cornée, par applications 
successives de lames parfaitement propres [procédé du décalque, recom- 
mandé par Borrel (9)]. Coloration avec la thioflavine ou la primuline. 
Examen au microscope a fluorescence de Zeiss. 


Résuttats. — 4° Etude qualitative et quantitative des cor- 
puscules élémentaires pendant l’évolution de la kératite ; 
rapports avec la virulence. — Dés la sixiéme heure, alors 
qu’on ne constate que les traces du traumatisme, présence 
d’assez nombreux corpuscules élémentaires. Ceux-ci se font 
plus rares vers la vingt-quatrisme heure, mais, dés le 
deuxiéme jour, on observe un accroissement quantitatif consi- 
dérable, marchant de pair avec l’aggravation des altérations 
cornéennes macroscopiques. Méme état jusqu’au sixiéme ou 
septiéme jour, puis diminution du nombre des corpuscules. 
Leur rareté est extréme a partir du dixiéme jour (une dizaine: 


(6) Levanitr, Reinns et Brquianon. C. R. Soc. de Biol., 130, 1939, p. 704. 
(7) Hacemann. Zentralbl. f. Bakter., 53, 1987, p. 279; Deutsch. med. 
Woch., n° 13, 1937, p. 514 ; Miinch. med. ‘Woch., n° 20, 19387, p. 761. 
(8) Geriacn. Wien. klin. 'Woch., n° 46, 1937, p: 1675 ; Ibid., n° 47, 


p 1603 ; Zeilschr. f. Infektionskrank. uw. Hyg. der Haustiere, 53, 1938, 
p. 279. 


(9) Borret. C. R. Soc. de Biol., 97, 1925, p. 348. 
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par champ, au lieu de plusieurs centaines) et se maintient 
jusqu’au quinziéme jour, moment ot la kératite apparait cli- 
niquement guérie. 

La virulence de la cornée, par passages cornéens, a été 
éprouvée le septiéme et le quinziéme jour. 


a) Virulence le septiéme jour, alors que les éléments corpusculaires 
neurovaccinaux sont encore trés nombreux : kératite débutant le 
deuxiéme jour. Nombre croissant de ces éléments jusqu’au douziéme 
jour, puis appauvrissement quantitatif progressif. Légére opacité de 
la cornée le quatorziéme jour. ; 

b) Virulence le quinziéme jour, A un moment ot les corps élémen- 
taires sont trés rares, quoique encore parfaitement visibles. Légére 
opacité de la cornée, mais. nulle kératite évolutive, Absence de corps 
élémentaires. Une épreuve ultérieure (inoculation de neurovaccin a la 
1wnéme cornée) a fourni un résultat parfaitement positif (absence d’im- 
munité cornéenne). 


Ces expériences montrent que l’évolution clinique de la 
kératite neurovaccinale s’accompagne d’un développement 
considérable de corpuscules élémentaires, lesquels se raréfient, 
sans toutefois disparaitre complétement, au fur et & mesure 
que les altérations cornéennes guérissent. Or, sil était tout 
naturel de constater que lorsque les corpuscules étaient trés 
nombreux, la kératite était facilement transmissible, donc 
parfaitement virulente, par contre, nous avons été surpris de 
voir que malgré la présence de rares éléments corpusculatres 
vers la fin du processus kératogéne (quinziéme jour), le prélé- 
vement cornéen se révélait peu ou pas vaccinogéene. Ceci 
montre, & notre avis, qu’aprés la guérison clinique des altéra- 
tions kérato-conjonctivales, les corpuscules vaccinaux, tout en 
conservant leur aspect morphologique et leurs propriétés tinc- 
toriales en lumiére fluorescente, subissent des modifications 
de leur potentiel pathogéne, se traduisant par une atténua- 
tion, ou une suppression de leur vaccinogénése. Nous verrons, 
d’ailleurs, ultérieurement. (cf. deuxiéme Mémoire), que sous 
Vinfluence du rayonnement ultraviolet en milieu fluorescent, 
les mémes éléments corpusculaires peuvent perdre leur acti- 
vité morbigéne, sans offrir de changements appréciables, ni 
qualitatifs, ni quantitatifs. 

Quant a la morphologie des corpuscules élémentaires vacci- 
naux, elle s’est révélée telle qu’elle fut décrite jadis par Borrel; 
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corps sphéroides, isolés ow bigéminés, constituant, parfois, de 
courtes chatnettes et rarement disposés en amas. 

2° Corpuscules élémentaires en relation avec les altérations 
cornéennes microscopiques et les corps de Guarnieri. — Nos 
observations sont résumées dans le tableau ci-dessous ot l'on 
trouve, en fonction de l’évolution de la kératite, des indica- 
tions concernant les corps de Guarnieri intracellulaires, les 
lésions épithéliales et l’infiltration du tissu cornéen par les 
cellules migratrices. 


TaBLeAu I. 


SIGNES ALTERATIONS 


CORPS 
de Guarnieri 
LESIONS 


NUMERO 
des lapins 
inflammatoires 


cliniques épithéliales 


NOMBRE 
des 
corpuscules 


6 heures.| Traumatisme.| Rares. Desquamation traumatique 
24 heures.|Légére opacité.|Trés rares. 
30 heures.| Kératite +. + “t+4 

+ 


oo 

SS 

ow 
> 


+ 
+ 


48 heures | Keérato-conjonctivite 


+t 


testes siecteats 
dbs Desquamation totale. 
alee Idem. 
estat Idem. 
died Idem. 


3 jours. 


4 jours. 
5 jours. 


8 jours. 


Il résulte de ces données que les corpuscules élémentaires 
peuvent ¢é¢tre relativement rares sur les frottis, alors que de 
nombreux corps de Guarnieri existent dans les épithéliums 
non encore desquamés, et qu’inversement, une grande quan- 
tité d’éléments corpusculaires sont décelables sur les décal- 
ques, & un moment ot la cornée, atteinte de kératite inflam- 
matoire intense, est presque complétement dénudée, par suite 
de la desquamation et de la nécrose des cellules épithéliales. 
I] semble donc que les corps élémentaires proviennent de la 
mise en liberté des constituants des corps de Guarnieri, consé- 
cutive a la lyse des épithéliums. D’ot V’hypothése, déja émise, 
suivant laquelle les corps de Guarnieri représenteraient des 
agrégats de corps élémentaires vaccinaux. 


ULTRAVIRUS ET FLUORESCENCE. LE VIRUS VACCINAL 363 


Concuusions. — Le réle étiologique spécifique des corpus- 
cules élémentaires de l’ultravirus vaccinal dans la genése des 
altérations spécifiques de la kératite vaccinale est hors de 
doute. L’évolution progressive de ces altérations s’accompagne 
d'une multiplication, également progressive, de ces corpus- 
cules. Si quelques-uns, parmi ces éléments corpusculaires, 
persistent pendant la phase cicatricielle du processus kérato- 
gene, il semble qwils aient subi une atténualion, voire une 
suppression totale de leur potentiel pathogéne. 


III. — Méthode permettant 1’évaluation numérique 
des corpuscules élémentaires vaccinaux 
par unité de volume (10). 


Afin de préciser les rapports entre le nombre et la virulence 
(considérée du point de vue quantitatif et qualitatif) des cor- 
puscules élémentaires vaccinaux (dermovaccin et neurovaccin), 
il nous a fallu préciser une technique permettant |’évaluation 
numérique de ces corpuscules par unité de volume (4 cent. 
cube). Il s’agit, cela s’entend, de corpuscules élémentaires 
isolés 4 l'état de pureté, d’aprés une méthode dont nous 
donnons ci-aprés les détails (v. page 366). 

En 1936, Parker et Rivers (11) se sont servis, dans le méme 
but, de la cellule de Petroff-Hausser et d’un éclairage sur fond 
noir (oculaire 20 x ;. objectif 20 x, 8 mm. 3). Lorsqu’on 
décompte des levures dans cette cellule, la répartition des 
microorganismes dans les quadrillages se fait au hasard. Or, 
le nombre de carrés contenant une quantité donnée de levures 
peut étre prédit par la loi de Poisson, permettant de calculer 
les erreurs possibles. Les auteurs, ainsi que Parker (12), ont 
appliqué cette technique a la numération des corpuscules élé- 
mentaires de la vaccine ; nous reviendrons sur les résultats 
obtenus par ces chercheurs, lorsque nous aurons exposé les 
notres. 


TrcunioveE. — Nous nous sommes servis de la « chambre pour le 


(10) Levapitr. C. R. Soc. de Biol., 130, 1939, p. 849. 
(11) Parker et Rivers. The Journ. of exp. Med., 64, 1936, p. 439. 
(12) Parker. The Journ. of exp. Med., 67, 1938, p. 725. 
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condensateur cardioide » fabriquée par Zeiss, et dont on trouvera la 
description dans « Ultramicroscope cardioide Zeiss » (13). IL s’agit de 
cellules en quartz fondu, owt des petites lames porte-objet rondes, de 
26 millimétres de diamétre et 1 millimétre d’épaisseur, sont munies 
d’un petit canal circulaire, entourant un socle central. « Au moment 
du polissage, la surface supérieure de ce socle est amenée a un niveau 
de quelques microns moins élevé que le bord de la chambre ». L’appli- 
cation d’une lamelle couvre-objet, également en quartz fondu, et d’une 
épaisseur de 0 mm. 75, permet l’aménagement d’une chambre a dimen- 
sions calculables (profondeur : 0 mm. 0024, pour la chambre dont nous 
nous sommes servis). Le systéme optique est constitué par un oculaire 
Zeiss K1 88 x pour la mise au point, d'un oculaire K. 20 x pour la 
numération, et d’un objectif & immersion H. Gl 1.60 (1,00-0,6). L’ocu- 
laire comporte un systéme de diaphragmes (carrés de dimensions diffé- 
rentes), numérotés de 1 a 5, permettant la délimitation des champs de 
numeération. Le choix de ces diaphragmes dépend de la richesse du 
milieu en corpuscules (petits diaphragmes pour les concentrations 
élevées, et inversement). L’étalonnage de la chambre en quartz utilisée, 
fait par M"* Deutsch, fournit les chiffres suivants : 


IEICE Re Ge Sear & che ee 41,410 X 10 —8 millimétres cubes. 
LD ITO SANG Ge se aM ome 23,070 * 10 —§ millimétres cubes. 
Disquerm? 50%. je ac eéerto = 4 45,420 K 10-5 millimétres cubes. 


La partie originale de cette technique réside dans l’utilisation du 
microscope 4 fluorescence de Zeiss (14). A la condition de se servir de 
colorants fluorochromes: adéquats, et de choisir des dilutions optima 
de ces fluorochromes, il est possible de réaliser une numération rela- 
tivement facile des corpuscules élémentaires de la vaccine. 

On introduit dans un tube a hémolyse, 0 c. c. 5 de la suspension 
corpusculaire (liquide tampon A pH : 7,5) et I goutte d’une solution 
de thioflavine (15) A 2 p. 1.000 dans de l’eau distillée. Aprés agitation, 
on préléve I goutte de ce mélange, que l’on dépose sur le socle de la 
lame creuse décrite précédemment. On applique ensuite la lamelle, en 
évitant les bulles d’air et aussi l’étalement d’une couche par trop 
épaisse de liquide entre la lame et la lamelle. Fixation de la lame sur 
Je support métallique (16) et examen au microscope a fluorescence 
(immersion ; couche de glycérine sur la lamelle et sous la cellule). 

On compte pour chaque préparation, 20 carrés du diaphragme choisi 
et l’on é6tablit la moyenne. Cette moyenne sert 4 calculer le nombre 
total de corpuscules par centimétre cube (17). 


(18) Ultramicroscope cardiotde Zeiss. Carl. Zeiss, n° 306; Mikro, 
7° édition, p. 7. 

(14) Cf. Levapitr. C. R. Soc. de Biol., 130, 1938, p. 605. 

(15) Parmi les divers fluorochromes et couleurs fluorescentes étudiés 
(cf. Levanrrt, loc. cit.), la thioflavine nous a fourni, dans ce cas parti- 
culier, les meilleurs résultats. 

(16) Tl s’agit du support métallique qui accompagne la chambre en 
quartz (Zeiss). 

(17) Tl a été établi une courbe d’étalonnage donnant le nombre des 
farticules par centimétre cube (ordonnées), en fonction des moyennes 
tiouvées pour un diaphragme donné (abscisses). 
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ASPECT MICROscoPpiqUE. — Sur le fond obscur de la prépa- 
ration, les corpuscules apparaissent fluorescents et animés de 
mouvements browniens. Ils sont de dimensions plus ou moins 
inégales. Il en est de tras petits, & peine perceptibles, et 
d'autres sensiblement plus volumineux, obscurs au centre, 
fluorescents & la périphérie. La proportion entre les éléments 
corpusculaires de tailles différentes varie d’une suspension A . 
l'autre, pour des raisons sur lesquelles nous reviendrons ulté- 
rieurement. 


PRECISION DE LA METHODE (18). — Lorsqu’on fait l’estimation 
numérique des corpuscules élémentaires, contenus dans des 
dilutions de la méme suspension corpusculaire, & 25, 50 et 
73 p. 100, on retrouve les chiffres prévus, & quelques diffé- 
rences pres. Par ailleurs, M"° Deutsch a calculé l’approxima- 
tion de la méthode, sur 9 numérations de 20 champs, portant 
sur autant de préparations différentes de la méme suspen- 
sion. Si le dénombrement se rapporte & un seul carré du 
diaphragme, l’erreur moyenne est de + 33 p. 100 ; si le calcul 
porte sur 20 champs, l’erreur moyenne est de 8,9 p. 100, mais 
si le calcul porte sur la totalité de 9 numérations de 20 champs, 
cette erreur ne dépasse pas 3 p. 100. 


Voici les annotations dont nous nous servons pour exprimer les 
rapports numériques entre les corpuscules élémentaires vaccinaux et 
Ies effets vaccinogénes des inoculations intradermiques (méthode de 
Groth), ou intracérébrales, effectuées au lapin : 

Ne p. ¢. ¢.: nombre des corpuscules par centimétre cube de sus- 
pension corpusculaire ; 

Ne p. Dmv. : nombre des corpuscules par dose minima vaccinogene 
macroscopique ou encéphalitogéne. 

Les dilutions dans le liquide tampon a pH 7,2 sont faites de 10 en 10. 
La quantité inoculée par voie intradermique est de 0 c. c. 5, celle 
injectée par voie transcranienne de 0 c. c. 3. 


Conctustions. — Une méthode d’estimation numérique des 
corpuscules élémentaires du virus vaccinal est décrite. Elle est 
basée sur la numération de ces corpuscules en présence d'un 
fluorochrome (thioflavine) et en miliew fluorescent (micro- 
scope & fluorescence). Son exactitude autorise son emploi pour 


(18) En collaboration avec M"° Deutsch. 
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l'étude des rapports entre les variations quantitatives et quali- 
tatives de ces corpuscules, d’une part, leur nombre par unite 
de volume, d’autre part. 


IV. — Méthode de préparation et d’isolement 
des corpuscules élémentaires vaccinaux (19). 


La technique nous ayant servi 4 la préparation et a l’isole- 
ment des corpuscules élémentaires vaccinaux fut celle préco- 
nisée par Smadel (20). Nous y avons apporté quelques modi- 
fications et essayé de préciser certaines des conditions 
essentielles de cette préparation et de cet isolement. La voici : 


I. PrépPARATION DE LA TRYPSINEF. — Trypsine commerciale Rhéne- 
Toulenc, traitée successivement par l’éther éthylique et 1]’éther de 
pétrole. Solution .d 1 p. 100 dans de J’eau distillée et filtration sur 
bougie Chamberland L1. On se sert du filtrat, contrélé du point de 
vue slérilité, sans dilution préalable. 


Il. Marérren, utmist. — Nous avons employé, comme source de cor- 
puscules élémentaires, soit des membranes allantoides d’ceufs de poule 
incubés pendant huit, dix ou douze jours, soit de la pulpe dermovyacci- 
nale (vaccine de génisse fournie par M. Fasquelle), soit, enfin, et pilus 
rarement, des cultures de vaccine préparées suivant la technique de 
Maitland (21), modifiée par Plotz (22). La méthode d’isolement fut la 
méme, quel que soit le matériel vaccinogéne de départ ; la voici, telle 
qu’elle nous a servi pour l’isolement des corpuscules élémentaires 
cultivés sur membrane allantoide : 


Ill. MérHope DE PREPARATION : 

le Dix membranes allantoides, inoculées au préalable, sont lavées, 
une par une, dans la solution de Tyrode. 

2° Second lavage. 

3° Les membranes sont plongées, toujours une par une, et trés rapi- 
dement, dans de l’éther éthylique, puis rincées dans la solution de 
Tyrode. 

4° Elles sont ensuite broyées au mortier en présence de poudre de 


(19) La préparation et l’isolement des corpuscules vaccinaux ont 
toujours été effectués par L. Reinié. 

(20) Smapen. Journ. of exp. Med., 66, 1937, p. 325 ; Cf. également 
Peracatio. Giorn, Ital. Batter. e Immunol., 22, 1939, p. 209. 

(21) Marrnanp et Marrianp, Journ. Comp. Path. and Therap., 44, 1931, 
p. 106. 

(22) Prorz, in Levanrrr et Lipine. Les Ultravirus des maladies humai- 
nes, p. 1118, Paris, Maloine, éditeur. 
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quartz stérilisée ; on y ajoute 15 cent. cubes liquide tampon a pH 7,2. 
5° Centrifugation 4 1.800 tours-minute pendant cing minutes dans 
Je centrifugeur de Jouan. On préléve le liquide superficiel a. 15 cent. 
cubes liquide tampon sont ensuite versés sur le culot du premier tube. 
6° Centrifugation 4 1.800 tours-minute pendant cing minutes. Le 
second liquide surnageant b, est recueilli et ajouté au premier liquide 
superficiel a. 


Fic. 1. — Suspension de corpuscules élémentaires vaccinaux (dilution). [8/5.] 
Photo Jeantet. Gross. : 2.000 * 1. Méthode de Morosow. 


7° Le mélange des deux liquides surnageants a et b est A nouveau 
centrifugé pendant dix minutes a 1.800 tours-minute. 

8° Le liquide superficiel est recueilli, puis centrifugé pendant une 
heure a4 4.050 tours-minute. 

9° On décante, puis on reprend le sédiment avec 20 cent. cubes solu- 
tion tampon a pH 8,0 et l’on ajoute 1 cent. cube de la solution de 
trypsine préparée comme il est indiqué ci-dessus. Aprés agitation, le 
mélange est soumis a la digestion (87°) pendant deux heures. 

10° Cette digestion une fois effectuée, on lave les corpuscules par 
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centrifugation répétée trois fois a 6.500 tours-minute, et pendant 
trente minutes. On se sert, comme liquide de lavage, de la solution 
tampon a pH 7,2 (10 cent. cubes). 

11° Aprés le troisiéme et dernier lavage, on ajoute au sédiment 
10 cent. cubes de la solution tampon @ 7,2 et lon centrifuge, pour 
finir, pendant trente minutes & 3.300 tours-minute. 


Fic. 2. — Suspension de corpuscules élémentaires vaccinaux. (24/3.) 
Photo Jeantet. Gross. : 2.000 & 4. Méthode de Morosow. 


C'est le liquide surnageant de cette derniére centrifugation 
qui constitue la suspension de corps élémentaires vaccinaux. 


IV. ErupE MicROSCOPIQUE. a) Microscope a fluorescence (fuo- 
rochrome = thioflavine 2 p. 1.000). — L’aspect, sur prépara- 
tion seche, est celui d’une véritable constellation d’éléments 
corpusculaires éminemment fluorescents, la plupart isolés, 
et d'autres (suivant la suspension prise en considération) 
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plus ou moins agglutinés. A l'état humide, on constate les 
frais, ainsi que nous le montrerons ci-aprés (v. page 367). 

b) Imprégnation argentique. — La meilleure analyse micro- 
scopique est, sans conteste, celle que permet l’imprégnation 
argentique recommandée par Morosow (23). 


Fic. 3. — Suspension de corpuscules élémentaires vaccinaux. (24/3.) 
Photo Jeantet. Gross. : 2.000 & 1. Méthode de Morosow. 


Les figures ci-contre (fig. 1 a 3), comparées a celles que de 
nombreux auteurs nous ayant précédés ont oe nous 
enseignent ce qui suit : 

Lorsque l’isolement des corpuscules élémentaires vaccinaux 
est réussi, les impuretés sont rares, la plupart des éléments 
apparaissant comme des sphérules réguliéres de dimensions 


(23) Morosow. Giorn. di Batt. e Immunol., 19, 1937, p. 640. 
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presque uniformes. Mais, ca et 1a, on distingue des aspects 
atypiques, qu'une analyse & la loupe, portant sur des photo- 


Fic. 4. — Agrandissement de corpuscules élémentaires vaccinaux. 
Dessin de Ch. Constantin. 


graphies parfaitement mises au point (telles sont les images 
que M. Jeantet a pu obtenir) permet de définir. Une schéma- 
tisation de cette analyse morphologique a été effectuée par 
M. Constantin (v. fig. 4 et 5). 

Mis & part les corpuscules parfaitement isolés, les formes 
les plus fréquentes sont celles de diplocoques, dont les deux 
éléments constituants sont tantét de dimensions égales, tantét 
lun plus volumineux que l'autre. Certains corpuscules s’en- 
chainent 3 par 3, voire méme 4 par 4, formant ainsi de courtes 
chainettes. Enfin, plus rarement, des éléments volumineux 
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peuvent étre résolus en agglutinats de quatre unités intime- 
ment accolées entre elles. 

Il nous a été impossible, jusqu’d présent, de préciser si ces 
aspects expriment une véritable segmentation des unités viru- 


Fic. 5. —- Reproduction schématique des corpuscules élémentaires vaccinaux. 
Dessin de Ch. Constantin. 


lentes, ou bien, ce qui nous apparait plus vraisemblable, 
leffet d'un accolement par voie d’agglutination spontanée. 


* 
* Ox 


1° Nous venons de dire que cette méthode permet d’isoler 
les corpuscules élémentaires vaccinaux non seulement des 
membranes allantoides, mais encore des cultures cellulaires. 
L’expérience suivante le prouve 

ExprriencE. — Culture de vaccine en présence de cellules embryon- 
naires de poulet, Agée de trois jours. Cette culture nous a été procurée 


Annales de V’Inslitul Pasteur, t. 64, n° 5, 1940. D5 
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par M.- Plotz. Préparation de corpuscules élémentaires suivant la 
méthode décrite ci-dessus. 

Ne p. ¢. ¢. = 53.000.000. Ne p. Dm» pour le liquide superficiel de 
la premiére centrifugation = 265. Ne p. Dmv pour la suspension cor- 
pusculaire = 265. 


2° Dans le but d’obtenir des corpuscules élémentaires sus- 
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Diagramme ¢, 


pendus dans un milieu autre que le liquide tampon a pH 7,2, 
tels que la solution isotonique de NaCl, ou l'eau distillée, 
nous avons réalisé l’essai suivant : 


Expirience. — Dermovaccin de génisse, souche Norm. (pulpe non 
glycérinée n° 460). Extraction avec du liquide tampon a pH 7,2, puis 
préparation des corpuscules aprés digestion trypsique : a) avec du 
liquide tampon a pH 7,2 ; b) avec de l’eau salée isotonique ; ¢) avec de 
Veau distillée. 


ULTRAVIRUS ET FLUORESCENCE. LE VIRUS VACCINAL 


Dermovaccine Normandie 


Extraction des corpuscules avec 


3°) de lean phystologique 


cm. 


estons en 


Perimetre des 


mbre de particules 
' 
2 3 14 
de particules correspondant ; 
6.000 60.000 600.000 6.000.000 


Extraction des corpuscules ave 


2°) de /eau aAisti/lée 


Perimetre des lesions en cm 


. dunombre de particules 
2 3 
nombre de particules correspondant 
1.250 12.500 125.000 __1.250.000 _12.500.009 


Disgramme 3, 
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a) Liquide tampon. Ne p. ¢. ¢. = 38.000.000. Ne dans Dmv = 1.900. 

b) Sol. NaCl isotonique. Ne p. c. ¢. = 12.000.000. Ne dans Dmv 
= 6.000. 

c) Eau distillée. Ne p. ¢. c. = 25.000.000. Ne dans Dmv = 12.500. 

(V. diagrammes 1, 2 et 3). 


Cette expérience montre que lisolement des corpuscules 
élémentaires dermovaccinaux & l aide de l eau salée isotonique, 
ou de l’eau distillée est possible. Toutefois, il semble que l’ex- 
traction par le liquide tampon & pH 7,2 assure une virulence 
plus élevée de ces corpuscules élémentaires. Quoi qu'il en soit, 
l’obtention de ces éléments virulents suspendus dans de l’eau 
distillée, offre l’avantage de pouvoir les soumettre a une 
analyse chimique qualitative, en dehors de toute trace de 
principes étrangers provenant du milieu [telle la solution 
isotonique de NaCl, ou le liquide tampon a pH.7,2 (24)]. 

3° Peut-on remplacer la digestion trypsique (trypsine du 
commerce) par la digestion en présence de suc pancréalique, 
ou de papaine ? 


a) Suc pancréatique. — Suc pancréatique de chien, obtenu par fistule 
duodénale. Nous devons ce suc a l’obligeance de M. P. Gley, que nous 
prions d’agréer nos remerciements. 3 grammes de pulpe non glycé- 
rinée de dermovaccine Norm. servent 4 la préparation de corpuscules 
élémentaires par digestion, soit en présence de trypsine du commerce 
(v. la technique exposée ci-dessus), soit en présence de 4 cent. cubes 
de suc pancréatique réactivé par le chlorure de calcium. Résultats : 

Trypsine. Ne p. c. ¢. = 63.000.000. Ne dans Dmv = 4.300. 

Suc pancréatique. Ne. p. ¢. c. 124.500.000. Ne dans Dmv = 625.000. 


Cette derniére suspension corpusculaire se révéle riche en 
agelutinats d’éléments particuliérement polymorphes. 


ConcLusions. — Cette expérience montre que tant du point 
de vue des particularités morphologiques que de la virulence 
(Ne dans Dmv = 625.000 au lieu de 4.300), le suc pancréatique 
se révéle moins apte & Visolement des éléments corpusculaires © 
vaccinaux que la trypsine du commerce recommandée par 
Smadel (loc. cit.). 


(24) De telles recherches étaient en cours. Elles semblaient révéler la 
présence du phosphore dans les protéines qui entrent dans la consti- 
tution des corpuscules élémentaires dermovaccinaux. Nos expériences 
ont été interrompues du fait de la guerre. 


ULTRAVIRUS ET FLUORESCENCE. LE VIRUS VACCINAL 377 


b) Papaine du commerce (Rhéne-Poulenc). — Du neurovaccin, cultivé 
dans le testicule de lapin (orchite vaccinale), sert 4 la préparation de 
corpuscules élémentaires, aprés digestion, d’une part en présence de 
trypsine du commerce, d’autre part sous l’action de la papaine a 
1 p. 100 (pH adéquat). Résultats 


Trypsine. Ne p. c¢. ¢. = 91.700.000. Ne dans Dmv = 4.580. 
Virulence = 10-+. 


Papaine. Ne p. ¢. c. (non compté). Virulence = 10 —3. 


Il en ressort que si la papaine peut servir & la préparation et 
a Visolement des corpuscules élémentaires vaccinauz, elle ne 
saurail étre substituée avantageusement a la trypsine. 

4° Dans la plupart de nos essais, il nous a été impossible de 
réaliser, par la méthode sus-indiquée, des suspensions corpus- 
culaires bactériologiquement stériles, lorsque, au lieu de nous 
adresser au neurovaccin, par lui-méme dépourvu de gerimes 
d’association, nous avons utilisé, comme matiére premiére, 
le dermovaccin de génisse. G’est la raison pour laquelle lors- 
qu'il s’est agi d’étudier la virulence des éléments corpuscu- 
Jaires dermovaccinaux par injection transcranienne (atfinité 
névraxique), nous avons utilisé lultrafiltration [voir deuxiéme 
Mémoire (25)|. Nous avons, cependant, essayé d’obtenir cette 
stérilité, en ayant recours a l’action microbicide de l’éther. 

Expférience. — 10 grammes de pulpe non glycérinée de dermovaccin 
Norm. (n° 454), sont traités par l’éther a trois reprises différentes, en 
l’espace de six heures. Aprés sédimentation, l’éther est évaporé et la 
pulpe sert a la préparation de corpuscules élémentaires suivant la 
technique habituelle. L’examen microscopique de la suspension révéle 
de nombreuses impuretés et de rares éléments typiques (Morosow). 


Ne p. c. c. = 2.800.000. Ne dans Dmv = 14.000. A 140.000, papules 
isolées, non confluentes. 


Cet essai prouve que, quot quwil ait été possible, grace a 
Lemploi de V’éther, d’obtenir des corpuscules élémentaires 
dermovaccinaux exempts de germes d'association, la virulence 
de ces corpuscules s'est révélée notablement amoindrie. 

5° Isolement des corpuscules élémentaires en rapport avec 
la vitalité des embryons de poulet (inoculations intra-allan- 
toidiennes). Il arrive assez souvent que vers le troisiéme ou le 
guatriéme jour de la culture du vaccin jennérien dans la mem- 
brane allantoide, les embryons de poulet cessent de vivre. La 


(25) A paraitre prochainement. 
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mortalité semble dépendre de la virulence accrue du virus et 
aussi de son neurotropisme. Or, nous nous sommes demandé 
si cette mort des embryons influence tant soit peu la richesse 
des suspensions corpusculaires en éléments pathogénes et le 
pouvoir vaccinogéne de ces éléments. 

Exptrience. — Dermovaccin Norm., septiéme passage sur la membrane 
allantoide. 9 ceufs, en incubation depuis quatorze jours, sont inoculés. 
Ouverture des coquilles le troisitme jour. 5 embryons sont encore 
vivants, alors que les 4 autres sont morts. Préparation des corpuscules 
éiémentaires suivant la méthode habituelle. Résultats : 

a) Embryons vivants. — L’examen histologique de la membrane 
allantoide révéle les altérations classiques de la vaccine allantoi- 
dienne (26), avec présence de nombreux corps de Guarnieri dans les 
épithéliums et formation de Globi. Ne p. c. c. = 42.3800.000. Ne dans 
Dmv = 241. 

b) Embryons morts. — Mémes lésions. Ne p. ¢. ¢. = 82.700.000. 
Ne dans Dmv = 4.1385. 


Ces résultats prouvent que la mort des embryons n influence 
pas sensiblement lisolement des corpuscules élémentaires 
vaccinaux inclus dans les membranes allantoides, ni leur actt- 
vité vaccinogéne. 


V. — Virulence cutanée (affinité dermotrope) , 
en rapport 
avec le nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux. 


4° Neurovaccin (27). 


Les rapports entre le nombre des corpuscules élémentaires 
du virus vaccinal par unité de volume d’une suspension 
corpusculaire donnée (Ne p. c. c.) et la dose minima vacci- 
nogéne (Dmv) de la méme suspension (déterminée par 
inoculation intradermique au lapin) a fait objet de travaux 
récents. Aussi, d’aprés Doerr (28), Keogh (29) [évaluation sur 


(26) Cf., entre autres, Levapitr et Vorr. La Presse Médicale, n° 7, 1927 
p. 113. 

(27) Levapriri, Stamatin, LE-Van-Sen et Reinné. C. R. Soc. de Biol., 130 
1939, p. 983. 

(28) Doerr et Srmenperc. Zeitschr. f. Hyg., 415, 1933, p. 194 (cités 
d’aprés Parker et Rivers). 

(29) Krocu. Journ, Pathol. Bacter., 48, 1986, p. 441. 


ULTRAVIRUS ET FLUORESCENCE.’ LE VIRUS VACCINAL 379 


“membrane allantoide}, la dose minima vaccinogéne corres- 
pondrait 4 un seul élément (Ne dans Dmv = 4). Par ailleurs, 
Parker et Rivers (80), puis Parker (31), déterminant le nombre 
des corpuscules élémentaires dans la cellule de Petroff-Hausser, 
en établissant la proportion entre les résultats positifs et 
négatifs par inoculation intradermique de dilutions extrémes, 
et en faisant intervenir le calcul des statistiques d’approxima- 


log. du nombre i 
a7 3 
bre de particules:correspondant ‘ 


=) Ss! si'o 5.100 51.000 510.000 5.100.000 51.000.00d 


Diagramme 4. 


tion (32), concluent que le rapport Nc/Dmv serait comme 
log 9,62/log 8 (soit 44,9). Parker tend 4 admettre que la Dmv 
représenterait, pour certaines souches vaccinales, une seule 
aunité corpusculaire. 

Quant aux conclusions de Duran-Reynals (33), lequel utilise, 


(30) Parker et Rivers. Journ. of exp. Med., 64, 1936, p. 489. 
(31) Parker. Journ. of exp. Med., 67, 1938, p. 725. 

(32) Loi de Poisson pour les petits nombres. - 
(33) Duran-Reynats. Journ. of exp. Med., 64, 1939, p. 617. 
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dans ses expériences concernant divers ultravirus, y compris 
le neurovaccin (souche LN), le « spreading factor » découvert 
par lui, elles demandent a étre interprétées comme il convient. 
Le fait dominant est celui-ci : 

Qu’il s’agisse decertains microbes (tels que le pneumocoque), 
ou d’un ultravirus, comme le vaccin jennérien, l’effet favo- 
risant du « spreading factor » ne se manifeste que si la quan- 
tité de principe actif (microorganisme ou virus) n’est pas 
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Diagramme 5. 


au-dessous d’une certaine limite. Cette concentration extréme 
(concentration minima effective) représente-t-elle wne seule 
unité virulente ? L’auteur pense que out, quoiqu’il ne sagisse, 
en l’occurrence, que d’un raisonnement par analogie. « Vous 
voyez, m’écrit (84) M. Duran-Reynals dans une lettre datée 
de juin 1939, que la raison qui pourrait faire penser qu’une 
particule de virus soit capable de produire une lésion, est 
basée sur l’analogie avec le pneumocoque type I, souche 


(34) Levanrti. 
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Neufeld. En effet, on sait de ce pneumocoque qu’il tue la 
souris, ou le lapin, & la dose d’un microbe (concentration 
minima effective). Or, tous les virus filtrables essayés se com- 
portent comme le pneumocoque, quand ils sont disséminés 
par le « spreading factor » ; les infections qu’ils provoquent 
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Diagramme 6, 


sont toujours augmentées jusqu’a la limite imposée par leur 
nature corpusculaire. 

« Bien entendu, ce n’est 1a qu’un raisonnement par ana- 
logie, mais qui peut étre utile, quand on pense a l’extréme 
pauvreté des caractéres morphologiques des virus filtrables, 
ce qui rend l'étude directe du probléme extrémement 
difficile. » 
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* 
* * 


Nous avons examiné le méme probléme, en utilisant une 
méthode différente, dont nous avons donné les principaux 


Neurovaccine. 
(membranes de 3 jours) 
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Diagramme 7. 


détails dans le précédent chapitre. Des dilutions de 10 en 10 
d’une suspension corpusculaire vaccinale, dont Ne p. c. c. 
était déterminé au préalable, sont inoculées 4 2 lapins (85), 
par voie intradermique (0 c. c. 5). Du deuxiéme au _ cin- 


(35) L’emploi de 2 lapins évite les différences de réceptivité indivi- 
duelle. 
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Neurovaccine 
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Neurovaccine 
(membranes de 3 jours) 
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quiéme jour, on note l’évolution des lésions, dont on mesure 
le périmétre. Les données sont portées sur des diagrammes 
(cf. diagrammes 4 a 10). 

Voici les résultats enregistrés avec le neurovaccin LN 
(48 essais), Visolement des corpuscules ayant été effectué en 
partant de membranes allantoides inoculées depuis trois jours, 
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Diagramme 10. 


soit avec une émulsion cérébrale (lapin), soit avec des corpus- 
cules vaccinaux purifiés (36). 

Nous accompagnons ce tableau de quelques diagrammes 
montrant I’évolution de lésions cutanées en fonction du 
nombre des éléments corpusculaires neurovaccinaux inoculés 


et du temps (du troisiéme au cinquiéme jour) [cf. diagrammes 4 
a 410]. 


(36) Une seule fois nous avons utilisé ume souche de vaccine de 
culture, fournie par M. Plotz. 
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Tasteau Il. — Nombre des corpuscules élémentaires 
neurovaccinaux et vaccinogénése cutanée. 
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Susp.-mére Div 


45-I1 . 

OOSUV eis ict; 
AOE rss 
A IEEN Mats, Ps 
ROOSTIES. ys 
GF BA ee 
AOS =U ee ae 


Do — — Do = DOD — bo 
Do ot = 


woOOwrerre 


ConcLusions. — 1° Dans aucun cas, la dose minima vaccti- 
nogene n'a correspondu a une fraction d’unité corpusculaire ; 
constamment un nombre entier fut trouvé, ausst bien par le 
calcul que par l’expérience. 

2° Il y eut proportion directe entre le Nc et le périmétre des 
lésions vaccinales (dilutions progressives d'une méme prépa- 
ration de corpuscules). 

Ces deux premiéres conclusions laissent présumer que le 
virus neurovaccinal est de nature corpusculaire. 

3° Le nombre des corpuscules (émulsion-mére) a varié dans 
des proportions considérables (entre 9.600.000 et 150.600.000 
par centimetre cube), suivant les divers échantillons d’élé- 
ments corpusculaires, et cela en dépit de l’uniformité du mode 
de préparation. 


Exemples : 
ESSAIS POURCENTAGE 
De 9.600.000 & 60.000.000........-.4.. 8 44,4 
De 60.000.000 & 100.000.000. .. 2.1.2.4. 4% 2 27,8 
De 100.000.000 & 150.000.000. ........006, 3 27,8 
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Le maximum correspond a4 9.600.000-60.000.000. 

Il y a donc lieu d’envisager les deux hypothéses suivantes = 
a) Te nombre des éléments par centimétre cube est en rapport 
avec l’intensité de la culture des corpuscules vaccinaux dans 
la membrane allantoide ; b) toutes les formations corpuscu- 
laires dénombrées ne sont pas des corpuscules vaccinaux. Si 
la premiére de ces hypothéses semble vérifiée par l’expérience 
(frottis colorés par la thioflavine, ou par Ja méthode de 
Morosow), la seconde devra étre considérée de plus pres ; 
c'est ce que nous ferons ultérieurement (v. 2° Mémoire). 

4° Les mémes variations apparaissent si l’on envisage le Ne 
correspondant a la dose minima vaccinogéne (Dmv) (cf. les 


chiffres suivants] : 


Ne dans Dmv. 
ESSAIS POURCENTAGE 


Tiss Sehr GOO) oo bok, Been, cud Sete 9 30,0 


ik t 61,2 
He 000. HOOP. 2: < eee ek ee ee 2 41,2 
Hie#300 7h). 8000 s.« bree Lee ee 3 16,6 
Pess0ota $°000. 2 io eke od eee 4 22,2 


a2,5 


Le maximum correspond donc au Ne compris entre 5 et 300 
par Dmv. 

3° Ces variations ne semblent pas étre en relation avec le Ne 
de la suspension-mére. Ainsi, pour les petits nombres, les 
Dmv de 3, 6, 36 et 71 correspondent, respectivement, & Ne 
(suspensions originales) de 102, 131, 73 et 14 millions, et pour 
les grands nombres, les Dmv de 3.000 et de 5.800 correspon- 
dent respectivement 4 Nc de 60 et 116 millions. D’ow il s’ ensuit 
que les suspensions trés riches en éléments corpusculaires peu- 
vent se révéler faiblement virulentes et inversement. 

6° Il en résulte que la dose minima vaccinogéne (Dmv) d’une 
méme souche de neurovaccin, n’est pas sous la dépendance 
exclusive du nombre réel (suspension-mére) et du nombre 
calcwlé (dilutions progressives), des corpuscules élémentaires 
spécifiques par unité de volume. D’autres facteurs intervien- 
nent, dont : a) les différences qualitatives entre les corpuscules 
vaccinaux ; b) les variations de la réceptivité tissulaire des 
animaux-tests ; ¢) la présence, dans Ja suspension, soit d’élé- 
ments corpusculaires vaccinaux totalement avirulents, soit de 


ULTRAVIRUS ET FLUORESCENCE. LE VIRUS VACCINAL 387 


corpuscules élémentaires n'ayant que des rapports génétiques 
avec les corpuscules vaccinaux proprement dits (provaccine). 

7° Quot qwil en soit, rien de ce qui vient d’étre énoncé ne 
plaide en javeur de la conception suivant laquelle un seul cor- 
puscule élémentaire neurovaccinal suffirait pour qu'il y ait 
vaccinogéneése cutanée macroscopique. 


* 
* 


Nous venons de voir que, dans la moitié des cas, le nombre 
calculé des corpuscules élémentaires vaccinaux contenus dans 
Ja dose minima vaccinogéne oscille entre 3 et 100, et que 
dans 61,2 p. 100 de nos suspensions corpusculaires, ce nombre 
n’a pas dépassé 300. Or, il suffit d’une modification quelconque 
de la technique de préparation et d’isolement, pour constater 
que le Ne dans Dmv atteint des valeurs nettement supérieures, 
sans que l’on puisse incriminer, pour cela, des variations 
qualitatives ou quantitatives du matériel d’origine (souches 
neurovaccinales, ou condition de la culture allantoidienne). 
En effet, il nous est arrivé au cours du mois de juin 1939, 
mois particuliérement chaud, de constater une élévation de 
la température de notre centrifugeuse, dépourvue de systéme 
de réfrigération (89° a 40°). Or, de ce fait, et toutes choses 
égales par ailleurs, le Ne dans Dmv fut supérieur A 20.000, 
témoin l’expérience suivante 


ExpiRiENCE. — Suspension corpusculaire n° 16/V. Ne p. c¢. c. 


= 78.000.000. Ne dans Dmv = 839.000. 
Suspension corpusculaire n° 50/V. Nc p. c, ¢. = 42.000.000. Ne dans 


Dmv = 21.000, 


Force nous est de conclure que dans ce cas particulier, une 
légére élévation de la température ambiante, pendant la centri- 
fugation, a déterminé une atténuation de la virulence dermo- 
trope des corpuscules élémentaires, sans chute concomitante 
du nombre des unités vaccinogénes par unité de volume. 
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2° DERMOVACCIN (37). 


Nous avons essayé de préciser les rapports entre le nombre 
des corpuscules (Vc) par unité de volume et la dose minima 
vaccinogéne (Dmv), en nous adressant, non plus au neuro- 
vaccin, mais au dermovaccin, recueilli sur le revétement 
cutané de la génisse. Nous avons utilisé deux souches dermo- 
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iS 
v 
3 
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& 
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Sal 
5 
8 
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S 


_ 


log. di nok 
—? t 7 
ombre: de particules \correspondant : ‘ 

219 21,9 219 2.190 21.900 219,000 2.190.000 ~_—-21.900,000 


Diagramme 11. 


vaccinales : la souche KL (88), qui n’avait pas subi de passage 
sur le lapin, et la souche Norm. (39), laquelle avait été passée 
incidemment, et il y a déj& longtemps, sur cette espéce ani- 
male (40). L’isolement des corpuscules élémentaires a été 
elfectué, tantét en partant directement de la pulpe de génisse 


(37) Levapirt, STaMATIN, Lr-Van-Sen et Remini. C. R. Soc. de Biol., 
139, 1939, p. 988. 

(38) Cette souche nous a été envoyée par M. C. Kune, de Stockholm, 
que nous prions d’agréer nos remerciements. 

(39) Souche procurée par M. R. FasqueLie, que nous prions d’agréer 
nos remerciements. 

can Cf. Levaprt1, Fasqueiir, Remi et Scuorn. Ces Annales, 60, 1938, 
p. : 
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(non additionnée de glycérine), tantét (souche Norm.) en nous 
servant de membranes allantotdes (passages successifs d’cout 
a ceuf incubé, inoculation de corpuscules élémentaires). Nous 
examinerons 4 part ces deux catégories de dermovaccin KL 
at N. 


Expiriences. — Neuf essais, dont trois réalisés avec du dermovaccin 
(souches KL ou N) non cultivé sur la membrane allantoide, et six autres 


Dermovaccine Normandie 
( souche 454 ) 


5S 
x 
& 
ov 
) 
3 
s 
sg 
i] 
g 
8 


Nombre de particules correspondant ; ' ; 
11 "17 1178 11.780 117.800. 1.178.000 11.780.000 117.800.000 


Diagramme 12. 


avec des cultures allantoidiennes de dermovaccin (souche N). Les résul- 
tats enregistrés sont consignés dans le tableau III (v. page 392) et les 
diagrammes 11 4 17. 


Conetusions (ef. tableau HI). — 1° Avec le dermovaccin, 
comme avec le neurovaccin, dans aucun cas le Ne dans Dmy 
n'a correspondu a une fraction d’unité corpusculaire ; cons- 
tamment un nombre enter fut trouvé par le calcul et lV expé- 
rience. 

2° Le nombre des corpuscules (émulsion-mére) a varié dans 
des proportions considérables, aussi bien pour les éléments 
isolés du dermovaccin-pulpe, que pour ceux préparés avec la 

Annules de V'Institut Pasteur, t. 64, n° 5, 1940. 26 
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ae passage 
MWc.=26, 800.000 


yA a 


Nombre de\particutes cornespondant 
13 134 1340 13.400 134.000 1.340.000 13.400.000 


Diagramme 13. 


Dermovaccine: Normandie | 


N.cz= 136.000.000 
ge passage 


N 
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y ' 
7 2 3 7 

omore Ge particules correspondent } ' : ' 
6.800 68.000 680.000 6.800.000 68.000.000 


Diagramme 14, 
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vaccine dermique Norm. cullivée, au préalable, sur membrane 
allantoide (de 16 & 43 millions dans le premier cas, de 26 a 
271 millions dans le second). 
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Nombre de particules correspondent ' i ‘ 
470 4.700 47.000 470.000 4.700.000 47.000.000 


Diagramme 15. 


Dermovaccine Normandie 


8£ passage 
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Nombre ade —— correspondant 
19 190 1.900 19.000 190.000 1.900.000 —‘19.000.000 


Diagramme 16. 


3° Des variations similaires apparaissent si Von envisage le 
nombre des corpuscules élémentaires correspondant a la dose 
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Tasteau II]. — Nombre des corpuscules élémentaires dermovaccinaux 
et vaccinogénése cutanée. 


DERMOVACCINE 


Pulpe. 


Dermovaccine 
Normandie 
apres passage 
sur membrane 
allantoide. 


Ne 
PREPARATIONS p. &. €. 


des corpuscules Suspension- 
mere 


{ 124-1 (KI) 
146-1 (Kl)... . 


103-II,, 2° passage. 
137-Il, 4° passage. 
10-II, 4° passage. 
19-III, 7° passage. 
39-I1I, 8° passage. 
T1-III, 9° passage. 


Dmv 


(0 c.c. 5) 


Ne dans 


Dmv 


000 
000 


134 
-000 
-000 

241 
-900 
-000 


PERIMETRE 
le 5° jour 
(en centimétres) 


Susp.- re 


cow 


oO DO tO HS OF DD w bo 


minima vaccinogéene (Ne dans Dmv). Pour la vaccine-pulpe, 
ce nombre a été de 219.000 et 795.000 (souche KL), et en ce 
qui concerne le dermovaccin cultivé sur allantoide, le Ne dans 


Dm» a oscillé entre 134 et 1.358 000. 


4° En général, il faut plus de corpuscules élémentaires der- 
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Dermovaccine Normandie 
Mc. = 27/7. 000.000 
If passage 


Q log: da nombre de particules 


ni 21 3: 
de particules correspondant 
3 135 1350 13.580 


Diagramme 17. 


' ' 
135.800 1.388.000 


13.580.000 135.800.000 


movaccinaux pour déterminer une lésion spécifique cutanée 
chez le lapin, qwil n’en a fallu d’unités neurovaceinales. 
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Toutefois, des chiffres tels que 134 et 2441 ont été trouvés, 
quoique bien plus rarement que les grands nombres. L’affi- 
nité épithéliotrope du dermovaccin, d’une part, l’adaptation 
au lapin du neurovaccin (doué d’affinités mésodermotropes) 
d’autre part, peuvent expliquer ces différences. En outre, les 
autres facteurs déj& mentionnés & propos du neurovaccin, 
semblent intervenir également. 

3° Aucune preuve ne peut étre fournie en faveur de l’hypo- 
these d’aprés laquelle un seul corpuscule élémentaire dermo- 
vaccinal suffirait pour qwil y ait vaccinogénese cutanée 


macroscopique. 
* 
ek 


EFFETS VACCINOGENES DES DILUTIONS EXTREMES. — Soit la 

Dmv délerminée par inoculation intradermique. L’effet de 
cette dose sera-t-il constamment le méme, si, en utilisant la 
méme dilution, on effectuait plusieurs imoculations chez le 
méme animal > Voici ce que nous enseigne l’expérience a ce 
sujet. 
- Exphramnce. — Dermovaccin Norm. 454, septiéme passage sur mem- 
brane allantoide. Ne p. c. c. = 82.700.000. Ne dans Dmv = 4.135 (10-4). 
La Dmv de dix fois supérieure (10—*), soit Ne dans Dmv = 41.350), 
est inoculée en huit points différents au méme lapin (sur les deux 
flancs épilés). 


Résuttats. — Les inoculations 1, 2, 6 et 7 restent sans effet, les 
piqdres 3, 4, 5 et 8 donnent lieu a des papules caractéristiques. 
L’animal, éprouvé par la suite, s’est révélé immun. 


Cette expérience et d’autres semblables, montrent que lors- 
quon sadresse a des dilutions étendues de suspensions cor- 
pusculaires dermovaccinales, et que l’on s’en sert pour prati- 
quer des inoculations multiples dans le revétement cutané 
dun méme animal, on constate que certaines de ces mocula- 
tions sont vaccinogénes et d'autres pas. Ce phénoméne, cons- 
taté déja par Parker (loc. cit.), n’est pas sans analogie avec 
un fait semblable enregistré dans le domaine de la bactério- 
phagie (Wollman, entre autres). Nous en concluons que : 

1° Le virus vaccinal offre une constitution discontinue, et, 

2° La répartition des corpuscules élémentaires dans les 
différentes portions (0 c. c. 38) d’une méme dilution élendue 
de suspension corpusculaire peut ne pas étre homogene. 
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VI. — Rapport entre le nombre 
des corpuscules élémentaires et la vaccinogénése cutanée. 
Etude histologique. 


Il nous a paru intéressant d’étudier, aussi minutieusement 
que possible, les particularités histologiques évolutives des 
papulo-pustules vaccinales en fonction : 1° de la concentration 
en corps élémentaires des suspensions neurovaccinales imocu- 
lées par vote intradermique au lapin, et 2° du temps écoulé 
entre le moment de l’inoculation et le quatriéme jour (dernier 
examen). 

Les principales caractéristiques de l’aspect microscopique 
des papulo-pustules vaccinales, en rapport avec l|’évolution 
des lésions, ont été précisées, il y a déja longtemps, par Leva- 
diti et Nicolau (41). Deux processus prédominent : en premier 
lieu, la réaction proliférative caryocinétique des cellules épi- 
théliales de la couche de Malpighi et des follicules pileux, pre- 
miére expression de laffinité épithéliotrope du virus, en 
second lieu, la participation réactionnelle du systéme réticulo- 
endothélial, manifestation éminemment inflammatoire et 
mésodermotrope. L’activité du virus apparait comme émi- 
nemment excito-productive 4 l’égard de l’ectoderme propre- 
ment dit, tout au moins dans la premiére phase du processus. 
Les cinéses deviennent abondantes, les couches épithéliales 
s’épaississent, les follicules pileux s’hypertrophient, de véri- 
tables prolongements 6pithéliaux envahissent le tissu conjonctit 
sous-jacent. Or, c’est a la faveur de cette prolifération caryo- 
cinétique des épithéliums que le virus vaccinal réussit a s’im- 
planter dans le cytoplasma des cellules épidermiques et folli- 
culaires, & y engendrer les corps de Guarnieri et & déterminer 
cette nécrobiose nucléo-cytoplasmique, dont l’ultime terme 
est la vacuolisation et la pustulisation. Cette multiplication 
intracellulaire du virus se traduit par l’apparition progressive 
de corpuscules élémentaires parfaitement caractérisés. I] 
suffit, pour s’en assurer, d’examiner les diverses modifications 


(41) Levapiti et Nicorauv. Ces Annales, 37, 1923, p. 1. 
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cytologiques des pustules vaccinales de la membrane chorio- 
allantoide. La figure 6 nous renseigne a ce sujet. On-y constate 
les diverses phases évolutives de cette genése des corpuscules 
élémentaires intra-cytoplasmatiques, de méme que leur agglo- 


re 


CONSTANTIN: 


Fic. 6. — Haut: Membrane allantoide. Lésions vaccinales incipientes. Bas : 
Méme membrane. Corpuscules élémentaires intra-cytoplasmiques. Genése des 
corps de Guarnieri. Méthode de Mann. Gross. : 140 & 1 et 1.000 X 1. 


mération et leur disposition en chapelets. Des corps de Guar- 
nieri en résultent, qui précédent la nécrose cellulaire et la 
vacuolisation et, pour finir, la pustulisation. Concomitam- 
ment, une réaction inflammatoire, essentiellement mésoder- 
mique évolue, et contribue, pour son propre compte, a la 
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genése de la papulo-pustule. Prolifération des histiocytes, dia- 
pédése polynucléaire, fragmentation des noyaux leucocytaires, 
caryolyse, phagocytose des débris nucléaires par les macro- 
phages, hyperémie, hémorragies, en sont les manifestations 
tangibles. 

Or, il importe de savoir de quelle maniére, aussi bien dans 
le temps que dans l’espace, ces deux processus réactionnels, 
lun essentiellement épithéliotrope, l’autre manifestement 
mésodermotrope, débutent, se succédent ou s imbriquent, 
suivant le nombre des corpuscules élémentaires inoculés par 
vole intradermique, toutes choses égales par ailleurs. C’est ce 
que nous avons essayé de préciser, en disposant l’expérience 
de la maniére que voici : 


Expfrience. — Neurovaccin, premier passage sur membrane allan- 
toide. Ne p. ¢..¢. = 116.000.000. La suspension criginelle est diluée 
avec du liquide tampon a pH 7,2. Ne p. c. ¢c. = 58.000.000 (calculé), 
60.000.000 (numération directe), 5 lapins (453 K a 457 K) sont inoculés 
avec 0 c. c. 5 de cette derniére suspension-mére et des dilutions de 
1¢—1t 4 10—*. On sacrifie un de ces lapins (453 K) immédiatement aprés 
l‘inoculation, les quatre autres entre le premier et le quatriéme jour. 
Excision des zones inoculées, fixation au Bouin-Brazil, coupes 4 la paraf- 
fine et coloration par le bleu de Unna-éosine-orange. 


Tasieau IV. 


PERIMETRE DES REACTIONS VACCINALES 
(en centimétres) 


Ne 


par Oc.c. 5 |. x : 
immédiatement} Le 1° jour le 2° jour le 3° jour le 4° jour | 
Lapin 453K Lapin 454K | Lapin 455K | Lapin 456K | Lapin 457K . 


30.000.000 Trace. 
3.000.000 Trace. 
300 000 A peine trace. KS 
30.000 4 
3.000 1 

300 0 


me OS 


J 
’ 
’ 
’ 
? 


Shwe & OO 


Ne dans Dmv, te 4% jour : 3.000. 


ASPECT HISTOLOGIQUE. — A. 30.000.000 de corpuscules élémentaires. 
Vingt-quatre heures aprés Jlinoculation, réaction épithéliale de la 
couche de Malpighi (cinéses assez fréquentes), début de diapédése et de 
réaction histiocytaire. En outre, rares solutions de continuité épider- 
miques, avec accumulation locale de polynucléaires caryolysés (fig. 7). 
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Il s’agit de blessures superficielles, produites par la lame du rasoir 
lors de lépilage effectué avant l’inoculation. ; 
hg deuriéme jour (fig. 8). Aux réactions épithéliales décrites ci-dessus, 
S‘ajoute déja une vacuolisation des cellules épidermiques de la couche 


WY CONSTANTIN - 


Fie, 7. — Lapin 454 K. Inoculation intra-dermique de 30.000.000 de corpuscules 
élémentaires. Sacrifié 24 heures apres l’inoculation. Coloration au bleu de 
Unna-éosine-orange. Gross.: 250 X 1. 


germinative (formation de vacuoles plus ou moins confluentes, avec 
yésiculisation consécutive). Les phénomeénes inflammatoires sont nette- 
ment apparents ; ils consistent en une périvascularite monocytaire et, 
surtout, polynucléaire, s’accompagnant d’une fragmentation des noyaux 


lewcocytaires. 
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Le troisiéme jour (fig. 9). Le processus s’accentue davantage. L’épi- 
derme, en prolifération caryocinétique, est constitué par 8 a 10 couches 
de cellules profondément altérées. La chromatine nucléaire est frag- 
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Fic. 8. — Lapin 455k. Méme inoculation. Sacrifié 2 jours aprés linfec tion. 
Gross. : Haut: 60 * 1. Bas: 420 X 1. Méme coloration. 


et concentrée, sous forme de masses fortement basophiles, 


mentée 
soit au centre, soit 4 la périphérie du noyau. L’inflammation est intense: 
elle intéresse des régions étendues de l’épiderme et méme du derme. 


Ga et 1a, des hémorragies diffuses. 
Le quatriéme jour (fig. 10 et 11). Prolifération épithéliale, nécrose, 


vacuolisation, hémorragies et phénoménes inflammatoires accusés sont, 


ULTRAVIRUS ET FLUORESCENCF. LE VIRUS VACCINAL- 399 


a ce moment, la signature de la vésico-pustule vaccinale typique. 
A remarquer la multiplication mitosique des cellules épithéliales au 
niveau des follicules pileux (cf. fig. 11). 


Fic. 9. — Lapin 456 K. Méme inoculation. Sacrifié 3 jours aprés Vinfection. 
Gross. : Haut:60 X 1. Bas: 420 X 4. Coloration au bleu de Unna-éosine-orange. 


B. 3.000.000 de corpuscules élémentaires. Les altérations épithéliales 
ei mésodermiques sont les mémes, mais elles sont décalées d’un jour. 
Les lésions vaccinales des épithéliums de la couche de Malpighi n’appa- 
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raissent, en effet, que le troisieme jour, alors que l’inflammation est 
nette déja le deuxiéme jour. 

C. 300.000 & 30.000 corpuscules élémentaires. Méme décalage des 
phénoménes histo-pathologiques : altérations épithéliales le quatri¢me 
jour, diapédése et périvascularite le deuxiéme jour et surtout le troi- 
siéme jour. 

D. 3.000 corpuscules élémentaires. Quelques réactions prolifératives 
des épithéliums de la couche de Malpighi le deuxiéme et le troisiéme 
jour, mais les véritables manifestations vaccinales ne sont nettes que 
Je quatriéme jour. 


© -CONSTANTIN 


Fic. 10. — Lapin 457 K. Sacrifié 4 jours aprés Vinoculation 
de 30.000.000 corpuscules élémentaires. Méme coloration. Gross. : 40 X 1. 


kK. Enfin, avec 300 corpuscules élémentaires (fig. 12 et 13) un phéno- 
méne particuli¢rement intéressant, du point de vue qui nous préoc- 
cupe, fait son apparition. Les altérations épithéliales proprement dites 
(purement prolifératives d’ailleurs) sont évidentes le troisitme jour, 
mais les lésions mésodermiques attendent le quatritme jour pour se 
développer comme il convient (fig. 13). Or, ces lésions constituent des 
foyers épidermiques parfailement isolés les uns des autres et en nombre 
variable. Ainsi, sur une de nos coupes intéressant toute la surface de 
la papule, papule invisible macroscopiquement, nous avons compté au 
moins 6 de ces foyers. 

Voici un tableau (tableau V) indiquant la date du début des alté- 
rations épithéliales, d’une part, des manifestations inflammatoires, 
daulre part : 


aes 
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Tasteau V. — Date de Vapparition des aliérations épithéliales et 
inflammatoires, en fonction du nombre des corpuscules élémen- 
taires inoculés. 


NOMBRE DES CORPUSCULES ALTERATIONS LESIONS 
inoculés inflammatoires épithéliales 


ES 


3.000.000 Jer jour. lier OUR: 


3.000.000 2° jour. 3° jour. 
300.000 2° jour. 4° jour. 
30.000 2° jour. 4° jour. 

3 000, 4° jour. 4° jour. 

300 4° jour. > 4° jour. 


ConcLusions. — De l’ensemble de ces données microsco- 
piques, il résulte que : 
1° La précocité, ainsi que Vintensilé des réactions culanées 


(as -CONSTANT! nN 


Fic. 11. — Méme lapin sacrifié 4 jours aprés l'inoculation. Méme coloration. 
Gross. : 740 * 1. 
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vaccinales sont en rapport direct avec le nombre des corpus- 
cules élémentaires inoculés. 

2° Les altérations mésodermiques inflammatoires précéedent 
les modifications histo-pathologiques intéressant les cellules 
d'origine ectodermique, en particulier les épithéliums de la 
couche de Malpighi et des follicules pileux. 


“Ss C.CONSTANTIN 


Fie. 12. — Lapin 456 kK. Sacrifié le 3° jour aprés Vinoculation 
de 300 corpuscules élémentaires. Méme coloration. Gross. : 740 X 4. 


3° Au-dessous d'un cerlain taux de la suspension corpuscu- 
laire en éléments actifs, les léstons, invisibles a Veeil nu, peu- 
vent revélir, cependant, une réalité microscopique (par 
exemple : Ne p. c. c. = 300 corpuscules). 

4° Enfin, donnée princeps : lorsque le Ne dans Dmv est tel 
que Vinoculation est inapparente macroscopiquement, l’ examen 
histologique révele Vexistence de foyers multiples a localisation 
épidermique et a caractéres diapédéliques, foyers manifeste- 
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ment indépendants les uns des autres. Or, si Von admet, 


comme la logique l’impose, que chacun de ces foyers est déter- 
miné par la pullulation in situ d’au moins un seul corpuscule 
élémentaire, il en résulte que la dose minima vaccinogene 


ae 


Fic. 13. — Lapin 457 K, Sacrifié le 4 jour aprés linoculation de 
500 corpuscules élémentaires. Méme coloration Gross.: Haut: 60 1. Bas:310 X 41. 


macroscopique est toujours un multiple de Vunité virulente. 
D'ow i s’ensuit que Vhypothese daprés laquelle un unique 
élément corpusculaire suffirait pour quwil y ait vaccinogénese 
cutané@ MACROSCOPIQUE apparait pour le moins invraisem- 


blable. 
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Vil. — Nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux 
et virulence névraxique [neurovaccin et dermovaccin] (42). 


Nous avons laissé prévoir (v. page 386) que je rapport 
entre le nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux par 
unité de volume (Ne p. c. c¢.) et la dose minima vaccinogéne 
(Dmv) peut varier non seulement suivant la souche vaccinale 
prise en considération, mais encore en fonction du systéme 
tissulaire utilisé comme test de la dose minima vaccinogene. 
Ce qui suit confirme cette supposition, en ce qui concerne le 
rapport Ne dans Dmw aprés inoculation des suspensions cor- 
pusculaires (préparées avec le dermovaccin et le neurovaccin) 
dans la peau ou dans l’encéphale (Dmv cutanée ou névraxique). 


Tecunigur. — Des éléments corpusculaires ont été préparés soit avec 
le dermovaccin (souche KL et Norm.; extrait de pustules de génisse, 
ultrafiltré ou non; extrait de membranes allantoides), soit avec le 
neurovaccin (mémes membranes). Evaluation numérique des corpus- 
cules élémentaires, inoculation de 0 c. c. 5 par voie intradermique et 
de 0 c. c. 3 par voie transcranienne, de dilutions progressives de 10 
en 10. Détermination du rapport Ne dans Dmv pour ces deux voies 
d’inoculation. Ci-contre deux tableaux résumant nos constatations enre- 
gistrées avec le neurovaccin et le dermovaccin (ef. tableaux VI et VII). 


ConcLusions. — 1° En ce qui concerne le neurovaccin, le 
nombre des éléments corpusculaires contenus dans la dose 
minima vaccinogéene, appréciée par inoculation intracérébrale, 
a varié entre 24 et 390. Dans deux essais, ce nombre a été 
nettement inférieur au Ne dans le Dmv, apprécié par inocu- 
lation intradermique (1400 et 390,-au lieu de 1.500 et 5.800). 
Ce fait confirme les constatations antérieures de Levaditi et 
Nicolau (43) [appréciation de la dose minima vaccinogéne par 
inoculation de dilutions progressives]. 

2° Pour ce qui a trait au dermovaecin, il y a lieu de conclure 
que : a) malgré l’inoculation d'un nombre considérable de cor- 
puscules élémentaires (de 6.500 & 78.530.000) par vote intra- 


(42) Levaprri, Stamatin, Remré et Le-Van-Sen. €C. R. Soc. de Biol., 
430, 1939, p. 1091. 
(43) Levaprrr et Nicotau. Ces Annales, 37, 1923, p. 1. 
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TasLeau VI. — Neurovaccin. 


PREPARATIONS Ne VIRULENCE CUTANEE VIRULENCE CEREBRALE 


de suspension suspension- 


: Dmv Ne Dmy Ne 
corpusculaire mé z 
I ere, 0 c.c. 5 dans Dmv Oce. 8 dans Dmy 


30.000.000 1 — + 1.500 
65.000.000 40 — 6 32 
-|116.000.000 AOt = 4 5.800 


TasLeAu VIL. — Dermovaccin. 


Ne VIRULENCE CUTANEE VIRULENCE CEREBRALE 
PREPARATIONS poser i 


; ; suspension- ; 
de suspension corpusculaire a Dye Ne pei 
Dmv| Occ. 3 dans Dmy [lapins] (1) 


mére 


Dermo. KI 146-1 f. 790 muw..} 15.900.000 10 —1 | 795.000 |Pura 10-3.) 5.300.000]0 sur 4. 
Dermo. Normandie 28-lI : 


GI) RA eee Se 235.600.000 | 10-7 MW Pur. 78.530 000)4 sur 2. 

6) Hartley (2) f.790 my.| 6.000 000 | 10-5 | 30 Pur. 2,000.000)0 sur 4. 
Idem. 60-I f. 970 mp. . . 20.000 | 10.—? 100 Pur. 6.500}41 sur 3 Va (3). 
Idem. Membrane _ allantoide, 

4° passage. 137-Il. . . .|136.000.000 | 10—3 | 68.000 Pur. 45.500.000)0 sur 5 Va. 
Idem. 6° passage. 11-II]. .| 94.000.000 | 10—% | 47.000 Pur. 31.300.000)0 sur 5 Va. 
Idem. 7° passage. 19-111 : 

Op, oS Sees ee 42.300.000 | 10—5 241 Pur. 14.100.000/0 sur 3 Va. 

D) tae tees .| 82.700.000 | 10-4 4.135 Pur. 27.500.000/0 sur 3 Va. 


Idem. 8° passage. 39-III. .| 38.000.000 | 40-4 


= 


900 Pur. 42,600.000]0 sur 4. 


(1) Méningo-encéphalite vaccinale. 
(2) Le milieu de Hartley a été utilisé pour ultrafiltration. 


(8) Va: animaux vaccinés. 


névraxique, il n’a été enregistré que deux résultats positifs 
sur 9 essais et 33 inoculations (soit 22,2 et 6,0 p. 100). La viru- 
lence névraxique des corpuscules élémentaires des dermo- 
vaccins ulilisés est donc nulle, ow extrémement faible, contrar- 
rement @ celle des mémes corpuscules du neurovaccin ; b) ceci 
est vrai, méme lorsqu’il s’agit de corpuscules élémentaires 
dermovaccinaux (souche Norm.) a virulence cutanée élevée 
(Ne dans Dmv = 11,30, 100 et 241) ; c) au surplus, il y a heu 
de remarquer que tous les anumaux ayant survécu a Vinocula- 


Annales de UVInstilut Pasteur, t. 64, n° 5, 1940. 27 
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tion intracérébrale de corpuscules élémentaires dermovacci- 
naux, se sont révélés immuns, lors d’une inoculation d’épreuve 
avec du neurovaccin, pratiquée ultérieurement, par la méme 
voie transcranienne. Incapables d’engendrer la méningo-encé- 
phalite vaccinale, ces corpuscules, ou, tout au moins, quel- 
ques-uns parmi eux, ont créé l'état réfractaire, soit parce quuls 
avaient conservé un certain degré d’activité vaccinogeéne, soit 
pour la raison qwils étaient simplement antigéniques. 

3° En outre du facteur nombre, le facteur qualitatif joue 
done un réle incontestable dans le calcul du rapport Ne/Dmv. 
D’ow il s’ensuit que les différences de virulence entre le com- 
plexe corpusculaire neurovaccinal, et le méme complexe der- 
movaccinal, sont dues a l’intervention de corpuscules élémen- 
taires doués d’affinités tissulaires dissemblables. La proportion 
numérique des uns par rapport aux autres (variable suivant 
les souches de vaccin jennérien), peut étre modifiée sous |’in- 
fluence de certains sélecteurs naturels [¢/. Levaditi et ses colla- 
borateurs (44)|. Mais il est également possible de créer artifi- 
ciellement de telles souches dermovaccinales plus ou moins 
encéphalitogénes ; c’est ce que nous montrerons a la fin du 
deuxiéme Mémoire. 


VIN. — Nombre des corpuscules élémentaires 
et virulence par inoculation intraveineuse et allantoidienne (45). 


4° VOIE INTRAVEINEUSE. 


Afin de résoudre ce probléme, nous avons utilisé la tech- 
nique suivante 


TecuniquE. — Des quantités variables de corpuscules élémentaires 
neurovaccinaux ont été inoculées, par voie intraveineuse, 4 des lapins 
dont la peau du flanc avait été préalablement épilée par arrachement 
des poils (méthode de Calmette et Guérin ; v. Levaditi et Nicolau, loc. 
cit.). Neurovaccin cultivé sur membranes allantoides primo-infectées 
avec le cerveau d’un lapin (n° 724 K) atteint d’encéphalite neurovacci- 
nale. Culture de trois jours. 


(44) Levaniri, FasQuetie, Remi et ScHorn. Ces Annales, 60, 1938, 
p. 142. 
(45) En collaboration avec L. Reinré (expériences inédites). 
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Ne p. ¢. ¢. = 48.000.000. Nombreux corpuscules parfaitement colorés 


par la méthode de Morosow et trés légérement agglutinés : Ne dans 
Dmv (voie cutanée) = 240. 


Lapin 814 K, recoit 14.000.000 de corpuscules suspendus dans 3 cent. 


cubes de liquide tampon a pH 7,2. Apparition de papules le cinquiéme 
jour. 


Lapin 815 K, recgoit 1.400.000 corpuscules (méme volume). Rares 


papules cutanées le cinquiéme jour, nombreuses papules le septiéme 
jour. 


Lapin 816 K, recoit 140.000 corpuscules (méme volume). Nulle réac- 
tion cutanée. 


Lapin 817 K, regoit 14.000 corpuscules (méme volume). Nulle réaction 
cutanée. 


ConcLusions. — Cet essai (46) montre que pour obtenir une 
réaction vaccinale cutanée, aprés inoculation intraveineuse de 
corpuscules élémentaitres neurovaccinaux, il est nécessaire 
dadmimstrer & Vanimal une quantité infiniment supérieure 
de ces corpuscules (1.400.000), qu'il n’en faut pour engendrer 
une vaccinogénése minima intracutanée (240). Quelques-uns 
seulement parmi les éléments actifs introduits dans la circula- 
tion sanguine réussissent a se fixer dans la peau (a la faveur 
des lésions traumatiques et épithélio-néoformatives déclen- 
chées par l’épilage), pour y provoquer ainsi des réactions 
vaccinales. 


2° INOCULATIONS ALLANTOIDIENNES. 


Une suspension corpusculaire dermovaccinale (dermovaccin 
Norm., cultivé sur membrane allantoide, quatriéme passage) 
est inoculée, a des concentrations différentes, dans des mem- 
branes allantoides (embryons agés de quinze et seize jours). 
Les ceufs sont ouverts le troisiéme jour et l’on évalue la vacci- 
nogénése des extraits de membranes, par inoculations intra- 
dermiques effectuées aux lapins. 

Caractéristique de la suspension corpusculaire : Ne p. ¢. ¢. 
= 136.000.000. Ne dans Dmv = 68.000. 


(46) Que confirment les expériences faites par M. Gastinel avec une 
autre suspension corpusculaire neurovaccinale procurée par nous. 
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Tasueau VIIL — Nombre des corpuscules élémentaires 
et vaccinogénése allantoidienne. 


INOCULATIONS AU LAPIN 
NOMBRE DES CORPUSCULES PUSTULES VACCINALES oa tc 8) 


Périmétre le 5° jour 


inoculés dans la membrane (en centimétres) 


a 


68.000.000 1 
6. 800.000 1 
680 000 

68 000 

6 800 

680 


Re CO 0D DO bo 


naHrooce 


Cette expérience montre que pour un méme dermovaccin, 
cultivé sur membrane allantoide (quatriéme passage), la réac- 
tivité de cette membrane est supérieure a celle du revétement 
cutané. En effet, le Ne dans Dmv est de 680, lorsqu’on se sert, 
comme test, de la membrane allantoidienne, alors qu’il est 
de 68.000 si lon évalue ie rapport nombre et virulence en 
s’adressant au revétement cutané du lapin. 


IX. — Nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux 
et virulence cutanée, 
en fonction de l’origine de ces corpuscules (47). 


Nous venons de montrer que le rapport entre le nombre 
des corpuscules élémentaires vaccinaux par unité de volume 
(Ne) et la dose minima vaccinogéne (Dmv), différe suivant 
1° les diverses préparations de suspension corpusculaire ; 
2° la nature dermovaccinale ou neurovaccinale du vaccin 
jennérien ; 3° le test (revétement cutané ou névraxe) sur lequel 
on évalue la Dmv. 

Or, il en est de méme lorsqu’on considére l’origine cutanée, 
cérébrale ou testiculaire des corpuscules élémentaires d’une 
méme souche de neurovaccin (LN). C’est ce que démontrent 
les données résumées ci-dessous. 


Trcuntqur. — Nous avons utilisé, pour la préparation des suspensions 


(47) Levaprri et Remmi. C. R. Soc. de Biol., 130, 1939, p. 1094. 
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corpusculaires, la technique employée pour l’isolement des corpuscules 
en partant de la membrane allantoide, ou de pustules dermovaccinales 
de la génisse. Le rapport entre le poids du matériel infectieux et le 
volume du liquide ayant servi a l’extraction fut identique. 

1° Corpuscules élémentaires d’origine dermique. — a) Lapins 944 
ei 947, inoculés, par voie intradermique, avec 0 c. c. 5 d’une émulsion 
au 1/10 de cerveau de lapin (méningo-encéphalite neurovaccinale). 
Prélévement des Iésions vaccinales le troisitme jour. Les corpuscules 
élémentaires isolés sont trés nombreux sur frottis examinés en fluores- 
cence, mais irréguliers et agglutinés. Résultats: Ne p. c¢. ¢., 
= 59.800.000 ; Dmv' = 10—2 ; Ne dans Dmv = 299.000. 

Périmétre des Iésions le cinquiéme jour en centimétres : pur = 12,5; 
Dmv = 3. 

b) Lapins 976 et 977. Méme dispositif expérimental, méme souche 
neurovaccinale. Résultats: Ne Pp. ¢. ¢. = 54.200.000. Dm» = 10 —* ; 
Ne dans Dmv = 271.000. 

Périmétre des Iésions le cinqui¢me jour en centimetres : pur = 11,0; 
Dmv = 3,6. 


Conciusions. — Hl faut donc infiniment plus de corpuscules élémen- 
taires isolés du revétement cutané du lapin pour déterminer une lésion 
appréciable par inoculation intradermique, qu'il n’en faut lorsqu’on 
s’adresse aux mémes corpuseules préparés avec la membrane chorio- 
allantoide (48). 

2° Corpuscules élémentaires d’origne cérébrale. — Lapin 47, mort 
de méningo-encéphalite neurovaccinale. Emulsion a4 10 p. 100. 

Résultats : Ne p. c. c. — 91.700.000 ; Dmv = 10+; Ne dans Dmv 
= 40.900. 

Périmétre des lésions le cinquiéme jour en centimétres : pur = 109; 
Dmv = 3. 


Conctusions. — Les mémes que les précédentes, en remplacant les 
mots « revétement cutané » par le terme « cerveau » (48). 

3° Corpuseules élémentaires d’origine testiculaire. Lapin 944. Inocu- 
lation d’émulsion névraxique neurovaccinale dans les deux testicules. 
Orchite intense le troisiéme jour. Isolement des corpuscules meuro- 
vaccinaux. Ceux-ci sont nombreux, mais légerement agglutinés. 

Résultats: Ne p. c. ¢. = 91.700.000; Dmv = 10-*; Ne dans 


Dmv = 4.580. 
Périmétre des lésions le cinquiéme jour en centimétres : pur = 14,0 ; 


Pimv = 3,0. 


Conctusions. — Le nombre des éléments corpusculaires 
d’origine orchitique nécessaire pour déterminer une lésion 
cutanée est infiniment plus petit que celui des mémes éléments 
isolés & partir du revétement cutané, ou du cerveaw (4.580 au 
lieu de 299.000, 271.000 et 40.900). Il se rapproche du Ne par 


(48) Les corpuscules isolés étaient virulents par inoculation trans- 
cranienne. 
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Dmv des corpuscules élémentaires préparés avec la membrane 
allantoide. 


ConcLUSIONS GENERALES. — Ainsi, le rapport Nc/Dmv est en 
fonction, non seulement des facteurs énumérés précédemment, 
mais encore de la matiére premiere (membrane allantoide, 
peau, cerveau ou testicule) dont on se sert pour isoler les cor- 
puscules élémentaires d'une méme souche neurotrope de 
vacein jennérien. Nous en montrerons les raisons dans le 
deuxiéme Mémoire. 


X. — Nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux 
et virulence. Tests : espéce animale (singe) 
et sujets vaccinés (allergie). 


1° EsPECE ANIMALE. 


I] était a prévoir que le rapport Nc/Dmv, apprécié par ino- 
culation intracutanée, varierait suivant l’espéce animale a 
laquelle on s’adresse, et cela en fonction de la virulence spé- 
cifique des corpuscules élémentaires vaccinaux pour cette 
espéce. Nous avons entrepris des expériences dans cette direc- 
tion, en comparant le Ne dans Dmv chez le lapin et le singe. 


ExpERIENcE. — Eléments corpusculaires préparés avec des membranes 
allantoides inoculées, trois jours auparavyant, avec du cerveau glycériné 
du lapin 724 K, mort d’encéphalite neurovaccinale. Corps de Guarnieri 
et Globi épithéliaux dans les membranes. Ne p. c. c. = 48.000.000. 


TABLEAU IX. 


PERIMETRE 
NOMBRE 
des corpuscules 
inoculés 


le 2° jour le 3° jour le 5° jour le 7° jour 
Se —EE—E———EE 


000 10,0 


Confluent. 
000 : 5,6 3 Confluent. 
000 0 5 : 4,0 

Vésicules secondaires. 
- 000 


or ; 0 
2.400> 2 () 
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Chez le lapin, le Ne par Dmv est de 240. Le périmétre de la lésion 
cutanée est de 13 cent. 5 pour 24.000.000 et de 1 cent. 0 pour 240 cor- 
puscules. 

Singe ( Macacus rhesus). 8 inoculations intracutanées sont effectuées 
avec des dilutions progressives de 10 en 10, en partant de 24.000.000 
corpuscules et finissant avec 2. Résultat (cf. tableau IX). 


ConcLusions. — Cette expérience montre que chez le Macacus 
rhesus, le Ne par Dmv est 240.000, alors que chez le lapin ce 
nombre est de 240. Il en résulte qu’il faut mille fois plus de 
corpuscules élémentaires pour provoquer une vaccinogénése 
locale, visible macroscopiquement chez le singe, qu il nen faut 
chez le lapin. Rien d’étonnant a cela, puisque en l’espéce, il 
s'agit d’éléments corpusculaires neurovaccinaux, et que le 
neurovaccin est un vaccin jennérien particuliérement adapté 
au lapin. 


2° ALLERGIE. 


On sait que l’inoculation du virus vaccinal, effectuée par 
voie intracutanée 4 des animaux jouissant, 4 des degrés divers, 
d’un état réfractaire antivaccinal acquis, détermine l’appari- 
tion de manifestations locales papuleuses, sans évolution pus- 
tuleuse consécutive. De telles manifestations traduisent un 
état allergique, dont lintensité varie en fonction du temps 
écoulé entre la primo-infection et l’inoculation d’épreuve, et 
aussi d’aprés le degré de cet état réfractaire acquis. Y a-t-il 
quelques rapports saisissables entre le nombre des éléments 
corpusculaires vaccinaux administrés, lors de cette inocula- 
tion d’épreuve, et la genése des réactions allergiques, et si 


oui, quel est ce rapport ? 


Exprrience. — Lapin 351 K, vacciné par inoculations intradermiques 
et intraveineuses de corpuscules élémentaires dermovaccinaux (souche 
Norm., cultivée sur membrane allantoide). Lapin 392 K, vacciné par 
inoculation intraveineuse d’émulsion cérébrale neurovaccinale. Le pre- 
mier est éprouvé le vingt-septiéme jour, le second le dix-neuviéme jour 
aprés la primo-infection. Corpuscules élémentaires neurovaccinaux 
cultivés sur membrane allantoide. Ne p. c. ¢. = 102.000.000. Ne dans 
Dmv = 5. 

Lapin 351 K. Ne dans Dmv (dose minima allergique) = 510.000. 

Lapin 392 K. Ne dans Dmv (dose minima allergique) = 5.100. 

Les réactions allergiques sont particulitrement accentuées. 


442 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


Cinquitme jour : Périmétre de la lésion provoquée par 51.000.000 
chez un lapin normal = 10 cent. 9. 

Périmétre de la lésion provoquée par 51.000.000 chez les lapins vac- 
cinés = 4 cent. 2 et 2 cent. 6. 


Il en résulte. que le nombre des corpuscules élémentaires 
neurovaccinauz nécessaires pour déterminer des réactions 
cutanées allergiques est de beaucoup supérieur a celui des 
mémes corpuscules qu exige la genése des papulo-pustules chez 
les sujets @ réceptivité normale (49). 


XI. — Considérations générales concernant les rapports 
entre le nombre des corpuscules élémentaires vaccinaux 
et la vaccinogénése. 


L’ensemble des données expérimentales exposées Jusqu ici 
nous autorise a formuler certaines conclusions qui, toutes pro- 
visoires qu’elles puissent paraitre au premier abord, n’oftrent 
pas moins une importance hors conteste. 

Il est évident que le virus vaccinal (peu importe s’il s’agit 
de variantes neurovaccinales ou dermovaccinales) posséde une 
constitution discontinue, donc corpusculaire et que, par consé- 
quent, la vaccinogénése est intimement rattachée a des 
supports matériels (les corpuscules élémentaires) pouvant étre 
isolés, colorés, étudiés du point de vue morphologique et bio- 
logique, voire méme dénombrés & l'état frais. L’évaluation 
numérique de ces corpuscules en rapport avec la vaccino- 
génése macroscopique minima a toujours révélé, dans nos 
essais, un rapport Ne/Dmv supérieur a Vunité, jamais infé- 
rieur a elle. L’évolution des lésions vaccinales cutanées a mis 
en lumiére un rapport direct, et souvent régulier, entre le 
nombre des éléments agissants et le périmétre de ces lésions ; 
ce périmétre a été proportionnel au temps écoulé depuis le 
moment ot l’moculation intradermigue a été effectuée. Au 
surplus, la constitution discontinue, done corpusculaire, du 
virus, résulte du fait que pour une dilution limite, toutes les 


(49) Nous avons prié M. Gastinel d’effectuer des recherches analogues 
chez l’homme ; il reviendra prochainement sur cette question. 
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fractions de volume ne sont pas équivalentes du point de vue 
vaccinogéne (phénoméne déji connu, et dont on trouve des 
exemples dans le domaine de la bactériophagie). 

Toutefois, le rapport Nc/Dmv est extrémement variable et 
cela non seulement suivant les « venues » des suspensions 
corpusculaires purifiées, mais encore, voire méme plus, selon 
les souches vaccinales (dermolropes ou neurotropes) prises en 
considération. Dans la grande majorité des cas, i) nous a fallu 
bien plus de corpuscules dermovaccinaux que d’unités neuro- 
vaccinales pour déclencher |’éclosion de la lésion macrosco- 
pique minima (Dmv). 

Pourquoi ces variations ) Tout le probléme est la. A notre 
avis, ce n’est pas un seul et unique facteur que ]’on doit invo- 
quer pour expliquer cette inconstance des données numéri- 
ques, mais plusieurs. Les erreurs de technique mises a part 
(et rien ne nous assure qu'il faille les éluder toutes a prior), 
voici, parmi tant d’autres que l’on ignore, ceux de ces fac- 
teurs dont Pintervention nous parait hors conteste : 


1° FacTrEuRS QUALITATIFS. — Si, du point de vue morpholo- 
gique et tinctorial, voire méme antigénique, aucune diffiérence 
essentielle ne saurait étre mise en lumiére entre les deux 
variantes les mieux définies de vaccin jennérien, le dermo- 
vacem, essentiellement ectodermotrope, et le neurovacecin, 
particulhérement mésodermotrope et adapté a lespéce lapm, 
il en est tout autrement lorsqu’on envisage les rapports 
nombre et vaccinogénése. Le fait, aussi certain que mys- 
térieux, du pouvoir pathogéne spécifique suivant l’origme 
embryogénétique des systémes tissulaires réceptils, s’impose 
a esprit, dés lors que lon considére ces variations numéri- 
ques. Le rapport Ne/Dmv est, en effet, dilférent, si, pour 
évaluer les affinités névraxiques, on s’adresse au dermovaeccin 
ou au neurovaccin. Il faut, en général, infiniment plus de cor- 
puscules élémentaires dermovaecinaux pour déclencher 1 EN- 
CEPHALITE mortelle chez le lapin, qui n’en est nécessaire 
quand on utilise Le NEUROVACCIN. Et encore, ce n’esf pas cons- 
tamment qu’en injectant, par voie transcranienne, des quan- 
tités énormes de corpuscules dermovaccinaux, on réussif a 
réaliser une semblable encéphalite. 
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Le jfacteur qualitatif est done indubitable, et ceci nous 
conduit & considérer les suspensions corpusculaires vaccinales 
comme des complexes, ov plusieurs variantes a potentiel 
pathogéne dissemblable, a affinités tissulaires plus ou moins 
différentes les unes des autres, entrent en jeu. L’adaptation a 
telle ou telle espéce animale, a tel ou tel systéme cytologique, 
apparait comme le résultat d’une « sélection » (50) entre ces 
éléments vaccinogénes si divers. 


2° FACTEURS RATTACHES A L’ESPECE ANIMALE. — Le rapport 
Ne/Dmv est loin d’étre identique lorsque, pour évaluer le 
potentiel vaccinogéne d'une méme suspension corpusculaire, 
on s’adresse 4 des espéces animales différentes, telles que le 
lapin et le singe, par exemple. Il suffit que l'on change de lest, 
pour que ce rapport se modifie, le Ne/Dmv devenant d’autant 
plus petit qu'il s’agit, en l’occurrence, de l’animal auquel la 
variante vaccinogéne a été le mieux adaptée. 

3° Enfin, le méme rapport Ne/Dmv varie suivant un troi- 
siéme facteur, celui-ci en relation avec l'état réfractaire 
naturel ou acquis du sujet. Nos expériences concernant l’élat 
allergique chez le lapin en fournissent la preuve. 

Ces trois facteurs sont-ils les seuls 4 intervenir, pour 
conférer ces caractéres de variabilité aux rapports Ne/Dmv», 
constatés au cours de nos essais » Nous ne le pensons guére. 
En réalité, plus on serre le probléme, plus la notion de la cons- 
litution éminemment hétérogéene et complexe de ce que l’on 
considére, & tort, comme une suspension « parfaitement puri- 
figée et homogéne » de corpuscules élémentaires vaccinaux 
s impose. Les données qui font l'objet de notre second Mémoire 
fourniront, non des preuves indubitables en faveur de cette 
conception, mais des indications dont le moins que l’on puisse 
dire c'est quelles suggérent des hypothéses de travail capables 
de nous acheminer vers une meilleure compréhension de la 
constitution de Vultravirus jennérien. 


(50) Levapiti, FasQuetr, Rei et Scorn. Ces Annales, 60, 1938, 
p. 142 ; Congrés de Microbiologie de langue francaise, 27-29 octobre 1938. 
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La nature discontinue des ultravirus (2) a été établie de la 
fagon la plus certaine ; il est 4 présent reconnu par tous les 
auteurs que les virus se présentent sous forme de particules 
indépendantes. Cette constatation n’implique aucune hypo- 
thése sur la structure de ces particules : si, comme il parait 
aujourd hui démontré, certains virus peuvent étre considérés 
comme des protéines définies du point de vue physico- 
chimique (Stanley {4], Northrop [2}), leurs particules ne 
seraient que les molécules de ces protéines (molécules 
géantes). La question de la nature de ces molécules géantes, 
qui, par certaines propriétés, se rapprochent aussi des cris- 
taux, et qui peuvent étre considérées comme des formes de 
transition entre systémes micro- et macrophysiques, ne 
rentre pas dans le domaine du présent travail. 

La démonstration expérimentale de la nature discontinue 
des virus a été fournie pour plusieurs d’entre eux. D’une 
part, les particules peuvent parfois étre visibles a l’ultrami- 
croscope ; d’autre part, les preuves obtenues par des 
méthodes indirectes, basées sur l’activité infectieuse, sont 
tout a fait concordantes. Pour le bactériophage, par exemple, 
la preuve a été donnée par des expériences classiques 
‘d’Hérelle [3], Wollman [4], etc.). 


Prenons comme exemple |’expérience suivante de d’Hérelle. On prépare 
une série de dilutions de bactériophage (1:10), et on établit quelle est 


(1) Boursier de recherches de Ja Caisse Nationale de la Recherche 


Scientifique. 
(2) Parmi les ultravirus (ou « virus ») nous comprenons aussi les 


bactériophages; pour ceux-ci « action infectieuse » correspond a « action 
lytique ». 
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la derniére qui manifeste encore l’action lytique. Cette derniére dilution 
active est divisée A son tour en 10 parties, et chacune de celles-ci inoculée 
avec les bactéries sensibles : on trouve que la lyse est présente dans une 
partie seulement des 10 essais. La seule explication de ce fait est que 
l’agent lytique étant présent sous forme discontinue dans la suspension, 
seule une partie des fractions contient encore le nombre de particules 
nécessaire pour produire la lyse. 


Pour les autres virus, on trouve, en général, des résultats 
analogues (voir Doerr et Seidenberg [5]). D’ailleurs, la possi- 
bilité d’obtenir plusieurs manifestations infectieuses isolées a 
la suite d’une seule application de virus (plages de bacté- 
riophage, Iésions vaccinales multiples aprés une inoculation 
intradermique (Duran-Reynals [6)), lésions élémentaires sur 
la membrane chorio-allantoide de Pembryon de poulet (Bur- 
net [7]) est une confirmation de cette nature discontinue. 

De l’existence des virus sous forme de particules élémen- 
taires, quelques auteurs paraissent avoir tiré aussi la con- 
clusion qu’une de ces particules est sulfisante pour provoquer 
Vinfection. Aussi a-t-on souvent considéré que les résultats 
des titrages des virus, c’est-A-dire les nombres d’ « unités 
infectieuses », correspondaient au nombre de_ particules 
présentes. 

Mais une analyse plus approfondie nous montre que toutes 
ces expériences se bornent a démontrer que lunité infec- 
tieuse est constituée par un nombre minimum de particules, 
dont la présence est nécessaire pour provoquer l’infection : 
la valeur de ce nombre minimum demeure indéterminée. 
L’expérience de d’Hérelle peut, par exemple, s’expliquer trés 
bien dans l’hypothése que la lyse est produite par la pré- 
sence d'un nombre minimum de_ particules de bactério- 
phage (3). Le nombre minimum pourrait étre égal & 4, 2, 
3..., n, constant ou variable d’un virus a l'autre, d'une 
souche & l'autre d’un méme virus, et méme d’un essai 2 
l'autre avec la méme souche. 

Mais il existe une facon indirecte de déterminer le 


(3) En supposant par exemple ce nombre égal A 3, et que la derniére 
dilution active contenait 15 particules, lorsqu’on la divise en 10 parties, 
une fraction de celles-ci seulement (environ 1/5) contiendra 3 particules 
ou plus. 
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nombre de particules de virus nécessaires pour provoquer 
Vinfection : a savoir, le recours aux procédés statistiques. 
Plusieurs expériences et travaux basés sur de tels procédés 
ont été entrepris récemment avec un certain nombre de virus 
par différents auteurs, surtout américains. (Bactériophages : 
Feemster et Wells [8], Luria et Rita [9], Ellis et Delbriick [40]. 
Virus vaccinal : Parker [44]. Virus de la mosaique du tabac : 
Youden, Beale et Guthrie [42].) Les résultats, généralement 
concordants, présentent un grand intérét, tant du point de 
vue théorique, pour le mécanisme d’action des virus, que du 
point de vue pratique, en ce qui concerne leur titrage. 

I] nous a paru utile de rassembler ici les résultats obtenus 
jusqu’aé présent sur ce sujet par les différents auteurs et de 
les discuter dans leur ensemble, afin de donner un apercu 
aussi complet que possible de la question et d’en tirer 
quelques conclusions générales. 

L’exposé suivant est divisé en trois parties : dans la pre- 
miére nous exposons les bases théoriques de la méthode 
statistique qui nous intéresse ; dans ia deuxiéme seront dis- 
cutés les expériences et les travaux des différents auteurs ; 
enfin, une troisiéme partie concernera l’application au titrage 
des virus : elle analysera la signification réelle des résultats 
de ce titrage. 


I. — Bases des méthodes statistiques. 


Les considérations qui suivent sont des applications de 
formules bien connues du calcul des probabilités, notamment 
de la loi de Poisson. Elles ont été déja appliquées aux 
recherches bactériologiques par Greenwood et Yule [13] et 
par Halvorsan et Ziegler [14], dont les calculs et les tables 
numériques ont servi aux auteurs américains qui ont traité 
le méme sujet. Nous résumerons briévement le raisonnement 
qui est & la base de la méthode. 

Supposons une suspension homogéne de corpuscules distri- 
bués dans le liquide uniformément et indépendamment |’un 
de l’autre. Prélevons de cette suspension un grand nombre 
d’échantillons de volume égal, tel qu’ils contiennent en 
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movenne un nombre n trés petit de corpuscules. La loi de 
Poisson nous dit que la probabilité P, pour que le nombre 
réel de corpuscules dans un échantillon soit x, est donnée par : 


Deen (4) 


(ap ee 2S rere (Qi eels Ce=25 11 828) vices 


Si les échantillons sont trés nombreux, la fréquence tend 
vers la probabilité et la fraction d’échantillons contenant 
x corpuscules sera, dans les limites des fluctuations  statis- 
tiques, égale a P. 

La probabilité que le nombre de corpuscules présents dans 
un échantillon soit inférieur A m (m entier quelconque), c’est- 
a-dire la fraction d’échantillons contenant moins de m cor- 
puscules, est (4) : 

Qnin=(Ltnt et. + em MW Fen 0) 


m 


Le nombre d’échantillons ne contenant aucun corpuscule 
(m = 1) est donné par : 


Q(n) =e". (3) 


Les formules précédentes peuvent é¢tre appliquées aux cas 
pratiques de facon différente : A) si on connait n, on peut 
prévoir les distributions de P, et Qn, c’est-a-dire le nombre 
d’échantillons contenant x corpuscules, ou moins de m cor- 
puscules ; B) si n est inconnu, on peut établir sa valeur a 
condition de connaitre la valeur de P, correspondant a une 
valeur déterminée de x, ou la valeur de Q,, correspondant a 
une valeur déterminée de m ; C) il peut enfin se présenter le 
cas ol, sans connaitre ni n ni P, ou Qn, nous avons la possi- 
bilité d’établir pour une certaine valeur (inconnue) de m la 
forme de la fonction Qin). De cette forme on peut alors déduire 
la valeur correspondante de m, puis la valeur de n. En effet 
la forme de la fonction Q(n) dépend de m d’une facon carac- 


(4) La notation: Q,,(n) signifie que m peut avoir seulement des 
valeurs entiéres, tandis que n, nombre moyen de corpuscules, est une 
variable continue. 


METHODES APPLIQUEES A L’ETUDE DES ULTRAVIRUS 419 


téristique: pour chaque valeur de m le développement entre 
parenthéses de la formule (2) doit étre arrété & un terme diffé- 
rent (fig. 1). 

Dans le cas : m = 1 la fonction Q,(n) est une exponentielle 
simple [formule (8)]. La différence entre les cas : m=14 et m+1 
est surtout évidente pour les valeurs trés petites de n ; en effet 
(fig. 1), toutes les courbes Q,,,~1(n) présentent pour les valeurs 


Q 
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Fic. 1. — n, nombre moyen de corpuscules par échantillon; Q, probabilité qu'un 
échantillon contienne moins de m corpuscules; m, valeurs figurées dans les 
cercles. 


trés petites de n un « plateau » qui manque dans le cas m = 1. 

Dans les expériences sur les virus, les conditions sont préci- 
sément celles du cas C. En effet nous partons d'une suspension 
contenant un nombre inconnu de particules de virus par unité 
de volume. Si on divise cette suspension en un grand nombre 
d’échantillons, la distribution des particules dans les échan- 
tillons se fera suivant la formule (1), avec n (nombre moyen de 
particules par échantillon) inconnu. D’autre part, comme nous 
Vavons vu plus haut, seuls les échantillons qui contiennent au 
moins un nombre minimum m de particules sont doués de 
pouvoir infectieux. Il suffit donc d’établir expérimentalement 
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combien d’échantillons sont dépourvus de pouvoir infectieux 
pour avoir la valeur Qa de la fraction d’échantillons contenant 
moins de m particules. 

D’ailleurs, méme sans connaitre d’avance le nombre moyen n 
de particules, on peut cependant faire varier ce nombre de 
facon connue, en changeant le mode de fractionnement de la 
suspension initiale, c’est-a-dire la « concentration » du virus (5). 
On peut donc trouver plusieurs valeurs de Q correspondant a 
différentes valeurs de n, et établir ainsi la forme de la fonc- 
tion Q(n). Etant donné que cette forme dépend d’une facon 
connue de la valeur de m, on en déduit cette valeur, c’est-a- 
dire le nombre minimum de particules nécessaires pour pro- 
voquer l’infection, ce qui résout notre probléme. 

Il pourrait enfin se présenter le cas ot la valeur de m ne soit 
pas constante et définie, mais variable d’un échantillon a 
lautre. On trouvera alors en général pour Q(n) une fonction 
irréguliére, ne correspondant & aucune des courbes de 
Ja figure 1. 

Naturellement, les valeurs expérimentales de Q correspon- 
dent aux valeurs théoriques de la probabilité avec une approxi- 
mation définie par l’expression suivante de l’erreur quadra- 
tique moyenne : 


VN.Q (4 —Q) 
er (4) 


(N = nombre d’échantillons contenant le méme nombre moyen 
de particules). On voit que lerreur est d’autant plus petite 
aue les échantillons sont plus nombreux. 

Une fois la courbe expérimentale obtenue, la recherche 
de la valeur de m= correspondante pourrait ¢tre faite 
par une méthode mathématique trés élégante proposée par 
M*" Curie [45] ; mais cette méthode exige des courbes expéri- 
mentales trés précises. On peut done simplement comparer la 
courbe expérimentale avec les courbes du réseau de la figure 1. 
Puisque, en général, il s'agit d’établir si une courbe est exponen- 
tielle ou non, le mieux est de noter les valeurs de Q en échelle 
logarithmique, en fonction des valeurs de n en échelle linéaire 


(5) Par exemple si 1 cent. cube contient n particules, 0 c. c. 1 con- 
tiendra 0,1 n particules, etc. 
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(notation semilogarithmique, voir fig. 2). Les courbes expo- 
nentielles se transforment ainsi en droites. 

On peut aussi calculer les valeurs de n qui correspondraient 
aux valeurs expérimentales de Q si la courbe était exponen- 
tielle, c’est-a-dire les logarithmes changés de signe des valeurs 
de Q. On calcule ensuite la valeur moyenne de n, et enfin les 


02 


0.02 Z| 
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0.01 


Fic. 2. — Comme pour la figure 1. 
Les valeurs de Q sont en échelle logarithmique. 


valeurs théoriques de Q. Si une particule suffit pour provo- 
guer l’infection, ces valeurs doivent correspondre, dans les 
limites des erreurs statistiques, 4 celles trouvées expérimen- 
talement. 
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Il. — Expériences statistiques sur les virus. 


Nous allons voir maintenant comment les considérations 
qui précédent ont été appliquées aux différents virus. En 
premier lieu, il faut bien mettre en évidence que toute expé- 
rience de cette sorte exige que l’activité infectieuse du virus 
se manifeste toujours d’une facon extrémement nettle. Méme 
dans les cas limites, lorsque seulement le nombre minimum 
de particules est présent, il faut qué Ja présence ou l’absence 
de Vinfection soit stresment reconnaissable : des résultats 
intermédiaires ou douteux rendent impossible un diagnostic 
certain et, par conséquent. une numération exacte des cas 
positifs et négatils. 

Ces conditions peuvent étre réalisées pour plusieurs virus : 
par exemple, certains bactériophages donnent toujours une 
lyse totale (6) ou pas de lyse aux plus hautes dilutions ; en 
outre, Ja lyse, en milieu solide, se manifeste sous forme de 
plages isolées dénombrables. Plusieurs virus des plantes 
donnent dans certaines conditions des lésions isolées (taches 
de mosaique, etc.). D’autres virus, le virus vaccinal par 
exemple, produisent des lésions localisées au point d’inocu- 
lation ; ils peuvent, d’autre part, donner des lésions isolées 
et dénombrables sur la membrane chorio-allantoide de l’em- 
bryon de poulet (Burnet [7)). 


{° Bacrériopuace. — Nous commencerons par les expé- 
riences sur les bactériophages : les conditions expérimen- 
tales sont ici les plus simples, étant donné que les essais du 
pouvoir lytique ont lieu en quelque sorte in vitro. 

La premiére discussion mathématique sur le nombre de 
particules nécessaires pour provoquer la lyse, a été publiée 
par Clark [46]. Dans l’hypothése qu’une particule soit suf- 
fisante pour provoquer la lyse, cet auteur calcule que, dans 
la méthode habituelle de titrage par dilutions successives 

: 10, environ 60 p. 100 des séries de dilutions, préparées en 


(6) Tl faut quelquefois tenir compte des « cultures secondaires », qui 
peuvent masquer la lyse. 


t 
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partant d’une méme suspension, devraient donner le méme 
résultat (lyse jusqu’é la méme dilution). Si on devait 
admettre avec Bronfenbrenner {47] qu’environ 85 p. 100 des 
résultats soient concordants, la seule explication possible 
serait qu’une particule de bactériophage ne suffit pas 4 pro- 
voquer la lyse. 


Pour le bactériophage, étant donné la connaissance relativement appro- 
fondie qu’on posséde de cet agent (voir d’Hérelle [48], Wollman [4], 
Northrop [2], Ellis et Delbriik [40]), le probleme peut étre discuté aussi 
-d’une facon indirecte et assez instructive. 

Les particules de bactériophage, une fois en présence des bactéries sen- 
sibles, se fixent sur elles trés rapidement ; puis les bactéries infectées se 
lysent et libérent d’autres particules qui propagent l’infection. L’hypo- 
thése qu’un nombre de particules supérieur 4 1 soit nécessaire pour 
provoquer la lyse peut donc s’interpréter des deux facons suivantes : 
a) un certain nombre (supérieur 4 1) de bactéries doit étre infecté pour 
que le processus de lyse généralisée se déclenche ; b) un nombre 
minimum de particules doit se fixer sur une méme bactérie pour qu’il 
y ait lyse. 

L’*hypothése a, avancée par Clark [16], est contredite par le fait bien 
connu que les titres lytiques obtenus par la méthode des dilutions 
sériales sont sensiblement concordants avec ceux obtenus par la numé- 
ration des plages sur gélose. Si la production d’une plage demandait 
ja rencontre au méme endroit de plusieurs bactéries infectées, les titres 
lytiques obtenus par les deux méthodes devraient étre trés différents : 
Ja probabilité. que deux bactéries infectées se trouvent au méme endroit 
sur la gélose étant extrémement petite dans le cas des suspensions trés 
-diluées. 

L’hypothése b peut étre discutée de la facon suivante : 

Supposons que 2 particules doivent se fixer sur la méme bactérie pour 
provoquer la lyse. La probabilité que cela se produise, lorsqu’en milieu 
liquide n particules se trouvent en présence de N bactéries, est : 


4 2 n—1 n(n — 1) n> 
He te Naieacsersbayiaiiesa Nat Ne (A) 


Il n’est pas exceptionnel d’avoir une suspension de hbactériophage 
‘qui, diluée au 1/101° et a la dose de 1 cent. cube, donne encore la 
lyse de fagon pratiquement constante, en présence par exemple de 10° 
bactéries (d’Hérelle [48]). En introduisant ces valeurs dans la for- 
mule (A), on obtient : 

10 — 20X2 


ie aaa 


(X = nombre de particules par centimétre cube de la suspension ini- 
tiale). On en déduit : 


10 — 20X2 ~ 2.109; X ~ 1929 = 10%. 
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La suspension initiale devrait donc contenir au moins 10!4;5 parti- 
cules par centimétre cube. Or, si on suppose que le bactériophage a 
vn « poids moléculaire » (ou « particulaire ») de Vordre de 10° 
[Schlesinger [19], Northrop [2] (7)], on trouve que la masse des parti- 
cules contenues dans 1 cent. cube de suspension est de l’ordre de : 


10145,106,1,€5.10 — 24 gr = 1,653.10 —35 gr. = 0,5 mgr 
(1,65 10-24 gr, = masse de l'unité de poids atomique). 


Cette valeur, sans étre a priori absurde, est tout au moins fort invrai- 
semblable, étant donné que la quantité de substance organique dans 
les suspensions de bactériophage est d’habitude bien plus petite 
(Schlesinger [49], Northrop [2]). 

Quant au cas ou 38 particules ou davantage seraient nécessaires pour 
fa lyse, avec le raisonnement précédent on parvient a des résultats déci- 
dément absurdes. 

Une derniére considération permet enfin de rejeter aussi définitive- 
ment l’hypothése de la nécessité de 2 particules. 

Par la numération des plages on trouve une relation linéaire entre 
Ja concentration du bactériophage et le nombre des plages (d’Hérelle [48], 
Wollman [4], Ellis et Delbriick [40]), etc. Dreyer et Campbell- 
Renton [24] auraient trouvé que les suspensions plus diluées donnent 
proportionnellement un plus grand nombre de plages (8). Or, si la 
lyse devait dépendre de 1’action de 2 particules sur une méme bactérie, 
les suspensions plus cencentrées devraient donner proportionnellement 
plus de plages. 

En effet, dans la formule (A), si on remplace n par m n (avec m > 1), 
on trouve : 
mn(mn — 1) m?n®*—mn __ m*n® 

2N vat 2N ciaet 2aN 


i 


Donec la probabilité de l’infection double (et par conséquent le nombre 
des plages) devrait augmenter avec le carré du facteur de concentra- 
tion, ce qui ne correspond pas aux faits expérimentaux. 


Feemster et Wells (4933) [8] et, indépendamment, Luria et 
Rita (1938) [9], exécutérent sur des bactériophages des expé- 
riences basées sur les principes exposés dans la partie I. Nous 
exposerons ici briévement les résultats de nos expériences et 
examinerons ensuite les résultats, d’ailleurs identiques, 
obtenus par Feemster et Wells [8]. 


(7) Dans un travail tout a fait récent Kalmanson et Bronfen- 
brenner [20] donnent des valeurs beaucoup plus petites pour un bacté- 
riophage anticoli. 

(8) Des résultats obtenus par M. et M™? Wollman au cours de recher- 
ches portant sur plusieurs bactériophages différents, et que ces auteurs: 
ont bien voulu me communiquer, vérifient de fagon statistiquement 
probante 1|’existence constante de cette relation linéaire entre la concen- 
tration du bactériophage et le nombre des plages. 
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EXPERIENCES DE Luria ET Riva (9). 


Bactériophage anti-Shiga, souche de l'Institut de Microbiologie de 
1 Université de Rome. Bacilles dysentériques type Shiga, souche Sanita. 
Par des essais préliminaires on a déterminé le titre approximatif de la 
suspension de bactériophage et préparé la dilution voulue. 200 cent. 
cubes environ de cette dilution ont été introduits dans un appareil a 
distribution stérile & ouverture calibrée donnant XXV gouttes par cen- 
limétre cube. Plusieurs séries de 100 tubes, contenant une méme quan- 
tité de bouillon, ont été ensemencées avec un nombre de gouttes de 
suspension de bactériophage par tube différent d’une série a 1’autre 
(par exemple : I, II, IV, VIII, XVI gouttes). On a introduit ensuite dans 
chaque tube environ 10® bactéries sensibles, et les tubes ont été placés 
a létuve. La lecture des résultats a été faite pendant plusieurs jours, 
car le bactériophage employé donne une lyse totale mais parfois trés 
tardive. 

Au cours des ensemencements, on a évité soigneusement les variations 
de température de l’ouverture calibrée de ]’appareil 4 distribution. 


Les résultats d’une expérience sont figurés au tableau I. 


TABLEAU I. 


Vi000.4 — Q) 
100 


e—N» (valeurs calculées) 


nombre de gouttes 
de suspension 


Oo 


I 


_hombre des tubes sans lyse 


Bactériophage anti-Shiga. n — nombre moyen de particules dans 
I goutte de suspension. 


(9) Exécutées 4 1’'Institut de Microbiologie de 1’Université de Rome. 
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Le nombre des tubes sans lyse de chaque série, divisés 
par 100 (nombre total des tubes), donne la valeur de la pro- 
babilité qu’un tube contienne moins du nombre minimum 
de particules de bactériophage nécessaires pour laction 
lytique. De la forme de cette probabilité en fonction de la 
concentration du bactériophage on peut déduire, comme 
nous l’avons vu dans la partie I, la valeur m de ce nombre 
minimum. 

“Dans Ia figure 3, la courbe I correspond & Vexpérience du 


3 40 4S N 


Fic. 3. — Expériences de Luria et Rita [9]. En abscisse : N, nombre de gouttes: 
de suspension de bactériophage (en bas pour l’expérience 1, en haut pour 
lexpérience II). En ordonnée : Q en échelle logarithmique. 


tableau I: nous avons noté graphiquement les valeurs de Q 
en échelle logarithmique, en fonction de Ja quantité de bac- 
tériophage en échelle linéaire. On voit qu’en tenant compte 
des erreurs statistiques c, la courbe se transforme en une 
droite, ce qui signifie qu’il s’agit d’une exponentielle simple 
(m = 1). Toutes les courbes correspondant aux valeurs de m 
supérieures 4 lunité présentent une inflexion plus ou moins 
prononcée (voir fig. 2). 

Des valeurs de Q, & Vaide de la formule (8), on tire les 
valeurs correspondantes de n (nombre moyen de particules), 
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qui sont les logarithmes changés de signe des valeurs de Q 
(tableau I, colonne 4). De la valeur moyenne de n on a calculé 
enfin les valeurs théoriques de Q, qui correspondent trés bien 
aux valeurs expérimentales (colonne 5). 

Les résultats des autres expériences sont tous parfaitement 
concordants. La courbe II de la figure 3 représente une expé- 
rience faite avec des quantités extrémement petites de bacté- 
riophage (suspension trés diluée). On remarque clairement 
Vabsence totale de la déformation initiale de la courbe, 
déformation qui se produirait si le nombre minimum de par- 
ticules était supérieur a 4. 

Le résultat de nos expériences montre donc que, pour le 
bactériophage étudié, le nombre minimum de _ particules 
nécessaires pour provoquer la lyse est constant et égal a 1. 


Les expériences de Feemster et Wells (8], tout a fait 
semblables aux ndétres, ont conduit ces auteurs aux mémes 
conclusions ; on peut cependant faire les remarques suivantes : 


Feemster et Wells [8] ont utilisé un bactériophage anti-Hiss. Dans 
leurs expériences, chaque série se composait de 160 tubes, ce qui rend 
leurs résultats plus exacts [formule (4)]. Mais ces auteurs ajoutent les 
bactéries A Ia suspension de bactériophage avant de diviser celle-ci en 
échantillons ; or, comme ]’a fait remarquer Northrop [2] (10), on pour- 
Trait objecter que ces expériences mettent en évidence Ja présence de 
bactéries suffisamment infectées plutét que la présence de particules de 
bactériophage, puisque celles-ci se fixent trés rapidement sur les bac- 
téries. Les bactéries ne doivent donc étre ajoutées qu’aprés la division 
du bactériophage en échantillons. 

Feemster et Wells [8], pour analyser leurs courbes expérimentales, se 
basent sur les tables des valeurs de e —* publiées par Halvorsan et Zie- 
gler [414], et calculent la courbe théorique dans I’hypothése qu’une parti- 
cule soit capable de provoquer la lyse. Les valeurs théoriques sont en 
parfait agrément avec celles trouvées expérimentalement. 

Comme notation pour leurs courbes, ces auteurs adoptent : nombre 
de tubes avec lyse en échelle linéaire, concentration du bactériophage en 
échelle logarithmique. La question du choix des notations sera discutée 


plus loin. 


Au cours de son travail sur Ja nature chimique d’un bacté- 
riophage antistaphylococcique, Northrop [2] aussi a_ fait 
quelques essais & propos du nombre minimum de particules 


(10) Voir 4 ce propos aussi Wollman [4]. 
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nécessaires pour provoquer la lyse. Ces essais, exécutés avec 
une technique particuliére, ont donné. des résultats incer- 
tains, et, au dire méme de l’auteur, peu probants. 

Il y a lieu d’insister plutét sur les expériences d’Ellis et 
Delbriick [40] qui ont étudié la question des particules élémen- 
taires, au cours de ]’étude de la multiplication d’un bactério- 
phage anticoli. 

Leur technique a été la suivante : 


De petits échantillons égaux d’une suspension trés diluée de bacté- 
riophage étaient étalés sur la gélose de plusieurs boites, et les plages 
de chaque boite dénombrées. La distribution du nombre des plages sur 
les boites suivait la formule (1) : 


Ne 
| = ra e— 2, 


ce qui signifie, comme nous l’avons vu dans la premiére partie, qu’une 
plage résulte de l’action d’une particule. Le tableau II est tiré -du 
travail d’Ellis et Delbriick [40]. 

A ces expériences on pourrait 4 la rigueur opposer la méme objection 
qu’a celles de Feemster et Wells (voir plus haut), car ici encore les 
bactéries sont ajoutées au bactériophage avant |’étalement. 

L’expérience d’Ellis et Delbriick est d’autant plus intéressante qu’en 
se basant sur la numération des plages elle peut aussi étre réalisée sur 
des bactériophages qui, en milieu liquide, ne donnent pas lieu A une 
lyse totale ou indiscutable. Elle permet aussi d’envisager une méthode 
de titrage trés simple et trés exacte : il suffit d’emsemencer une quan- 
tité assez petite de bactériophage sur plusieurs boites, et de calculer 
le nombre moyen n de particules, par exemple de la fraction Py de 
boites sans plages : 

n = — loge P). 


Quant a la correspondance entre les résultats obtenus sur gélose et 
ceux obtenus en milieu liquide, on peut rappeler une autre expérience 
d’Ellis et Delbriick [40]. Quelques échantillons de bactériophage sont 
ensemencés comme dans l’expérience précédente, tandis que quelques 
autres sont placés a l’étuve et ensemencés plus tard sur gélose, lorsque 
le bactériophage a commencé 4 se reproduire. A ce moment-lad, tous les 
échantillons donnent un grand nombre de plages, sauf ceux qui étaient, 
dés le début dépourvus de particules de bactériophage, et qui, eux, 
demeurent sans plages. En comparant les résultats obtenus sur les 
ceux séries de boites, les auteurs ont trouvé qu’une partie seulement des 
particules qui se reproduisent en milieu liquide est capable de donner 
une plage sur gélose. Le rapport serait presque constant, et égal a 0,4 
environ : les auteurs l’appellent 1’ « efficacité d’étalement » (efficiency 
of plating). p 

La constance de ce rapport explique pourquoi, malgré le fait qu’une 
partie seulement des particules de bactériophage donnent des plages 
sur milicu solide, Je résultat d’Ellis et Delbriick [40] sur le hone 


METHODES APPLIQUEES A L’BTUDE DES ULTRAVIRUS 429 


de particules nécessaires pour la lyse est le méme que celui obtenu 
en milieu liquide (Feemster et Wells [8], Luria et Rita [9]). 


TABLEAU II. 


D’aprés Ellis et Delbriick [10], avec notation modifiée. Bactériophage 
anticoli. 

Distribution des particules individuelles entre des petits échantillons. 
Une préparation de phage opportunément diluée était ajoutée A 5 cent. 
cubes de culture bactérienne de dix-huit heures, et des échantillons 
de 0 c.c. 1 de ce mélange étalés. La distribution des particules parmi 
les échantillons est celle prévue par la formule : 


Px (calculé) 


10 plage sur 13 boites 
J 1 plage sur 14 boites. . 


2 plages sur 5 boites 
{3 plages sur 4 boite . 
4 plages sur 0 boite . 


2° Virus vaccinaL. — La nature discontinue, corpusculaire, 
du virus vaccinal est connue avant tout par Ja présence dans 
les liquides vaccinaux de corpuscules visibles a lultrami- 
croscope et photographiables au microscope en lumiére ultra- 
violette. L’existence de résultats du type de celui obtenu par 
d’Hérelle [3] sur le bactériophage (voir plus haut), est une 
autre preuve de cette nature discontinue (Doerr et Seiden- 
berg [5)). 

Keogh [22] a fait des numérations des lésions élémentaires 
produites par le virus vaccinal sur la membrane chorio- 
allantoide de l’embryon de poulet. Le nombre des lésions 
parait étre en relation linéaire avec Ja concentration du 
virus ; mais les valeurs sont trop incertaines pour qu’on 
puisse en tirer des conclusions précises. 

Parker [44] étudia le probléme du nombre minimum de 
particules de virus vaccinal nécessaires pour provoquer 
infection (lésion dermique), en partant des considérations de 
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Greenwood et Yule [43], analogues a celles exposées dans la 
premiére partie du présent travail. 


Cet auteur a employé des suspensions de « corps élémentaires » de 
virus vaccinal, préparés selon la technique de Parker et Rivers 23], 
en partant de souches différentes. Inoculé par voie intradermique au 
lapin, le virus donnait toujours des lésions localisées, facilement recon- 
naissables et dénombrables. Plusieurs dilutions de virus étaient utili- 
sées, chaque dilution fournissant 30 4 70 inoculations. 


; TaBLEAv III. 
D’aprés Parker [44]. 
Virus vaccinal (Board of Health Virus). 
Calcul de la concordance des courbes expérimentale et théorique. 


st + PARTICULE | SI 2. PARTICULES SI 3 PARTICULES 
RESULTATS provoque provoquent provoquent 
Vinfection linfection linfection 


LOGARITHME 
de la dilution du virus 


‘ 
Nombre 
des inoculations 
positives 
(x ) 
positives 
(z) 
positives 
a 


n 
= 
cS 
2 
a3 
=) 
Go 
oc 
ee 
n 
2) 
3 


des inoculations 
des inoculations 


Nombre calculé 
Nombre calculé 


OM DA -1-1-31D 
4wouwcei 
Poocococoe 
woowroe 
wok wna 
CWHDIwWorkty 


wm 


ow 
cop 


‘Les nombres d’inoculations positives et négatives étaient comparés 
par l’auteur aux valeurs théoriques, obtenues en partant de l’hypothése 
que 1 ou 2 ou 3 particules sont nécessaires pour produire l’infection. 
Comme on le voit dans le tableau III (d’aprés Parker), les résultats 
expérimentaux s’accordent trés bien avec la premiére hypothése. Toutes 
les expériences avec des virus de différentes origines et donnant une 
infection de différentes extension et gravité, donnent des résultats iden- 
tiques. 

Comme méthode pratique de titrage du virus vaccinal, 1l’auteur 
propose une technique déja employée par Parker et Rivers [23], qui 
permet de trouver rapidement et avec une suffisante précision la dilu- 
tion qui donne 50 p. 100 d’inoculations positives et 50 p. 100 négatives. 

Pour ses courbes, Parker [41] emploie aussi la notation : pourcentage 
dinoculations positives en échelle linéaire, concentration en échelle 
logarithmique. 
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Il résulte donc des recherches de Parker [44] que, pour 
le virus vaccinal aussi, infection peut étre due a l’action 
d'une seule particule. 


3° VIRUS DE LA MOSAiQUE DU TABAC. — Pour les virus des 
plantes, le probléme de l’unité infectieuse est d’autant plus 
intéressant que l’on peut aujourd’hui considérer comme 
démontré que la plupart d’entre eux sont isolables sous 
forme de protéines pures et cristallisables. La particule de 
virus devient ainsi la « molécule de virus-protéine » 
(Stanley [4], Bawden et Pirie [24)). 

La question du dosage du virus de la mosaique du tabac 
a été traitée en détail par Youden, Beale et Guthrie [12]. Ces 
auteurs ont discuté les résultats de plusieurs recherches 
(Holmes [25], Samuel et Bald [26], Beale [27], Price [28], etc.). 
sur la relation entre le nombre de lésions sur les feuilles des 
plantes sensibles et la concentration de la suspension ense- 
mencée. 

Cette relation s’exprime par la formule 


Ga NE >): (3) 


(y = nombre de lésions ; x = concentration du virus). En 
développant l’analogie avec le cas d’une suspension de bac- 
téries, les auteurs concluent que la formule (5) est celle a 
laquelle on doit s’attendre, si la présence d’une particule au 
moins de virus suffit 4 produire la Iésion. 


Les taches de mosaique sur les feuilles ne peuvent se former qu’d des 
endroits déterminés de la feuille et dont le nombre est inconnu. 

Ce qui est fondamental dans le travail de Youden, Beale et Guthrie [12], 
c’est. d’avoir démontré que la formule (5) rend compte des résultats. 
expérimentaux, si N est le nombre (inconnu) des endroits sensibles 
(donc Je nombre maximum possible de lésions), et a le nombre de 
particules dans la suspension initiale de virus. 

En disposant de plusieurs couples de valeurs de y et x, les auteurs 
donnent la méthode pour résoudre le systeme résultant d’équations en 
N et a. Enfin les valeurs de N et a sont introduites dans la formule (7), 
qui peut étre écrite sous la forme suivante : 


Ney 


log N =— a.2.log e. 


On voit que dans ce cas, comme dans le cas des autres 
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virus, le logarithme du. nombre des lésions qui ne se pro- 
duisent pas (endroits qui n’ont pas regu de particules) est 
fonction linéaire de la concentration du virus. L’existence 
dun nombre limité d’endroits sensibles fait que les condi- 
tions ne sont plus ici les mémes que dans le cas, par exemple, 
des plages de bactériophage : l’ensemencement d'une dilu- 
tion de virus de la mosaique sur une feuille correspond 
plutot & l’ensemencement d’un grand nombre d’échantillons 
de bactériophage dans autant de tubes de culture bactérienne. 
La loi de distribution des particules de virus entre les 
endroits sensibles et des particules de bactériophage entre 
les tubes est la méme. 

En ce qui concerne les conséquences de ces résultats pour 
différents problémes relatifs aux virus des plantes, nous 
renvoyons au travail de Youden, Beale et Guthrie [42]. 


* 
* ok 


Une courte remarque doit encore étre consacrée a la question du 
choix de la notation graphique (11). 

Plusieurs auteurs ont employé pour leurs courbes la notation sui- 
vante : nombre de lésions (ou de résultats positifs) en échelle linéaire, 
concentration du virus en échelle logarithmique. Cela correspond sur- 
tout au fait qu’on emploie couramment en bactériologie des séries de 
dilutions 1 a 10, chacune étant désignée par Ja valeur de 1’exposant 
de 10 dans le facteur de dilution (dilution 1, 2, ..., n, correspondant aux 
suspensions diluées & 1/10, 1/10?, 1/10"). 

Pour les expériences qui nous intéressent, il n’est pas douteux qu’il 
n'y ait lieu d’adopter la notation inverse (fig. 2). En effet il convient, 
en général, de noter graphiquement les résultats en modifiant les 
échelles, de facon 4 transformer les courbes expérimentales en courbes 
de forme plus simple et facilement reconnaissable. Or, comme on l’a 
vu, on a toujours affaire dans ces expériences 4 des courbes exponen- 


tielles, qui se transforment en droites avec la notation de la figure 2. — 


III. — Application au titrage des virus. 


Pour tous les virus étudiés on a vu que l’infection peut étre 
provoquée par une seule particule. Quelles conséquences en 
découlent, en ce qui concerne le titrage des virus > Autre- 


(11) Voir aussi Youden, Beale et Guthrie [42]. 
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ment dit, quelle est la relation entre le titre infectieux d’une 
suspension et le nombre de particules qu’elle contient > 

On voit immédiatement que les expériences décrites dans 
la partie qui précéde représentent des méthodes de titrage 
trés précises. La formule (3) 


VO) =O 


permet de passer des valeurs expérimentales de Q aux 
valeurs correspondantes de n. La précision de ces valeurs 
peut étre, en théorie, augmentée & volonté, soit en augmentant 
le nombre des échantillons avec une méme dilution de virus, 
soit en augmentant le nombre des dilutions employées. En 
effet, erreur d'une valeur de Q (et de la valeur corres- 
pondante de n) est inversement proportionnelle 4 la racine 
carrée du nombre d’échantillons [formule (4)]. D’autre part, 
la précision de la valeur de n, obtenue en partant de plu- 
sieurs valeurs de Q, augmente trés rapidement avec le 
nombre de ces valeurs. 

La véritable signification des titres infectieux ainsi obtenus, 
et leur relation avec le nombre des particules de virus pré- 
sentes, peuvent étre discutées de facon théorique. 

Supposons que les échantillons contiennent en moyenne 7 
particules de virus, et qu’une particule ait une probabilité p 
d’étre active (0 <p< 1). 

La probabilité que x particules soient toutes inactives est : 
(4-p)*, et la probabilité qu’au moins une d’elles soit active 
est : 

4— (1 — p)?. 


La probabilité que dans un échantillon il y ait x particules, 
dont au moins une active, sera donc [voir form. (1)] : 


La probabilité totale que dans un échantillon il y ait au 
moins une particule active est enfin : 


2 0 % 
Ne Ne \ poe ee 
s TL es Ek a » ai » oD es 


—en —n— e(l— pn —n—4—~—e-—pn 
er .eé e @ e is 
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La probabilité inverse e —?”, qu’aucune particule active ne 
soit présente, est encore une exponentielle simple. Cela signifie 
que dans la formule (3) on peut remplacer n (nombre de parti- 
cules) par pn (nombre de particules x probabilité d’une par- 
ticule d’étre active). Les expériences décrites donnent donc 
des titres infectieux liés par un facteur de probabilité inconnu 
aux nombres de particules présentes (12). 

Ce facteur pourrait étre constant pour toutes les particules, 
ou bien variable : en effet p peut tout aussi bien étre consi- 
dérée comme une valeur moyenne de la probabilité relative 
aux particules (43). 

Quelle signification pouvons-nous attribuer en pratique a 
ce facteur de probabilité > Il y a des cas ot une suspension 
de virus peut étre partiellement inactivée sans que ses pro- 
priétés autres que l’activité infectieuse soient altérées (pour 
les virus des plantes voir par exemple Stanley [29]). Dans ces 
cas, il y aura dans la suspension des particules actives et 
d’autres inactives, et la probabilité qu’une particule soit active 
sera simplement le rapport entre leurs nombres. 

Mais, méme dans les suspensions qui n’ont pas été inac- 
tivées, on peut penser que le facteur de probabilité est 
souvent différent de 1: cela correspond aussi aux résultats 
des numérations ultramicroscopiques directes des « corpus- 
cules élémentaires » de virus, comparés aux titres infectieux 
des mémes suspensions. Ainsi, Parker et Rivers [23], pour 
le virus vaccinal, avaient trouvé un rapport assez constant 
‘environ 40) entre le nombre des « corpuscules » et celui des 
unités infectieuses. Levaditi et ses collaborateurs [30], avec 
le microscope a fluorescence, ont trouvé des résultats ana- 
logues, bien que trés irréguliers, ce qui peut étre attribuable 
a la méthode employée. Pour un bactériophage trés soigneu- 
sement étudié, Schlesinger [49] a trouvé un nombre de 
corpuscules environ deux fois plus grand que le titre lytique. 


(12) Une extension immédiate du raisonnement montre qu’il en est de 
meéme pour toute méthode de titrage des virus basée sur leurs propriétés 
infectieuses. 

(13) L’hypothése que l’interaction entre une particule de bactériophage 
el une bactérie puisse étre un sujet de probabilité avait déja été avancée 
par Clark [46]. | 
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Récemment Smadel, Rivers et Pickels [32], avec un virus 
vaccinal trés purifié, ont trouvé un rapport d’environ 1/4 
entre le nombre des unités infectieuses et le nombre des cor- 
puscules, calculé en partant du poids sec de chaque corpuscule. 
Ges auteurs pensent que, presque tous les corpuscules présents 
étant actifs, leur expérience soit une confirmation des résultats 
de Parker (14]. Le résultat de Parker [414] garderait d’ailleurs 
toute sa validité, méme si ce rapport était beaucoup plus 
petit, étant donné l’existence possible du facteur de proba- 
bilité. Du point de vue du formalisme précédemment déve- 
loppé, et abstraction faite des arguments d’ordre biologique, 
il parait aussi difficile de discuter le degré de pureté d’une 
suspension de virus, en se basant uniquement sur le rapport 
entre le nombre de corpuscules et le titre infectieux. 

Tous ces résultats et d’autres semblables confirment l’hypo- - 
these que la probabilité qu’une particule de virus soit active 
peut étre inférieure a l’unité. On pourrait supposer, ou bien 
que dans tous ces cas il y ait des particules « actives » et 
d’autres « inactives », ou bien encore que chaque particule 
ait une probabilité inférieure 4 1 d’étre active. Cette proba- 
bilité pourrait étre constante ou variable, dépendante d’une 
variabilité individuelle de 1’ « infectiosité » des particules, 
ou bien d’une variabilité dans la sensibilité de l’hote (cellules 
des tissus ou microorganismes). Pour la vaiidité du raison- 
nement qui précéde, il suffit que cette variabilité soit assez 
réguliére pour permettre d’envisager toujours une valeur 
moyenne de la probabilité, c’est-a-dire de J activité des 
particules. 


Discussion. 


L’intérét des méthodes et expériences que nous venons 
d’exposer, réside en premier lieu dans le fait qu’elles sont 
des exemples d’application expérimentale de procédés mathé- 
matigues indirects, dans l'étude d’objets biologiques qui, par 
leurs dimensions, échappent aux moyens habituels d’obser- 
vation directe. Dans ces applications de procédés mathéma- 
tiques, 7] ne faut jamais oublier d’analyser soigneusement 
quelles sont les limites de la méthode employée, pour éyiter 
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de les dépasser et d’en tirer des conclusions fausses, ou tout 
au moins illégitimes. On a vu dans la partie II que cette 
analyse peut étre fertile en considérations intéressantes. 

Le résultat constant des expériences que nous avons 
examinées est que, pour tous les virus étudiés, l’action infec- 
tieuse peut étre due a une seule particule de virus. Ce résultat, 
vérifié sur des virus trés différents, est trés vraisemblable- 
ment valable pour tous les virus et permet de tirer quelques 
conclusions de caractére général (14). 

Parmi les virus étudiés au point de vue de l’unité infec- 
tieuse, il en est de relativement gros et complexes, comme le 
virus vaccinal, qui par la taille de ses particules et par d’autres 
caractéres se rapproche beaucoup des micro-organismes ; il 
en est d’autres, comme les bactériophages, qui sont parmi les 
virus les plus simples. Le virus de la mosaique du tabac a été 
presque sirement isolé 4 l’état de protéine pure et cristalli- 
sable ; un bactériophage a été obtenu par Northrop [2] sous 
forme de nucléoprotéide. 

La propriété commune d’une activité infectieuse, exercée 
par une seule particule élémentaire (laquelle dans le cas des 
virus-protéines serait une molécule plus ou moins grande), 
est un caractére de plus reliant entre eux tous les virus ; 
d’ailleurs, de méme que plusieurs autres caractéres, celui-ci 
les rapproche des complexes organiques plus élevés, qu’on 
qualifie d’ « organismes vivants ». D’autres propriétés, comme 
la constitution chimique simple de quelques-uns d’entre eux, 
Vhomogénéité de sédimentation a Vultracentrifugeuse (15), 
les rapprochent des substances protéiques ordinaires. 

Il est évident que, dans ce domaine de transition, les termes 
vivant et inanimé perdent beaucoup de leur signification ; les 
discussions de cet ordre semblent souvent dues A la position 


(14) Dans un travail récent Jordan [33] a essayé de rattacher dans 
une théorie unitaire cette catégorie de recherches avec plusieurs autres 
(radiobiologie, radiogénétique), qui elles aussi conduisent A l’étude de 
manifestations biologiques issues d’une action élémentaire exercée par 
des agents extérieurs. L’analogie nous parait d’autant plus intéressante 
que tous ces phénoménes peuvent étre étudiés uniquement a l’aide 
c’expériences statistiques, basées sur les mémes_principes que celles 
décrites dans le présent travail. 

(15) Voir & ce propos Wyckoff [34]. 
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plus ou moins consciemment vitaliste de certains auteurs, 
plutot qu’a l’existence d’une crise réelle des sciences biolo- 
gigques. Il n’est pas impossible de concevoir une continuité 
pariaite entre les corps « inanimés » et les organismes 
« vivants », & travers des étapes ot une structure de plus en 
plus complexe s’allie & des manifestations fonctionnelles plus 
compliquées, point de vue qui gagne toujours de nouveaux 
adeptes (voir 4 ce propos : Stanley [29)). 

En ce qui concerne notre probléme, il serait peut-étre inté- 
ressant de rechercher si la capacité de reproduction (ou assi- 
milation) en série, a la suite de l’action initiale d’une seule 
particule élémentaire (molécule), est présente aussi pour des 
protéines a activité autocatalytique (pepsine, trypsine), que 
certains auteurs (Northrop [2]) ont rapprochées des bactério- 
phages. 

Enfin, quant au mécanisme d’action des virus, une obser- 
vation importante, et qui mériterait d’étre confirmée, a été 
faite par Ellis et Delbriick [40]. Dans le cas de leur bactério- 
phage, l’infection « multiple » (plusieurs particules fixées sur 
une méme bactérie) produit un résultat égal 4 celui de |’infec- 
tion simple : le temps de lyse et le nombre de particules libé- 
rées seraient les mémes dans les deux cas. Cela pourrait 
signifier que, au moins dans le cas des bactériophages, ce qui 
produit l’infection est toujours l’action d’une particule sur 
une unité sensible (bactérie), les autres particules ne manifes- 
tant aucune action. On ne voit malheureusement pas a présent 
comment cette hypothése pourrait étre vérifiée expérimenta- 
lement sur des virus autres que les bactériophages. 


Résumé et Conclusions. 


Les expériences discutées dans le présent travail démon- 
trent, par des méthodes statistiques, que, pour plusieurs virus, 
la manifestation infectieuse peut étre due a l’action d’une 
seule particule de virus. 

Ce résultat, constamment vérifié pour tous ceux qui ont été 
étudiés, est vraisemblablement valable pour les virus en 
général. 

L’analyse de l’application de ce résultat au titrage des virus 
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conduit A la conclusion que les titres infectieux sont liés aw 
nombre de particules de virus présentes par l’intermédiaire 
d’un facteur correspondant a I’ « activité » moyenne des par- 
ticules. 

Les résultats sont enfin discutés & la lumiére de nos récentes 
connaissances sur la nature des virus. 
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ETUDE MORPHOLOGIQUE DU SP/ROCHAETA PALLIDA 


MODES DE DIVISION. SPIROCHETOGENE SYPHILITIQUE 
par Y. MANOUELIAN. 


(Institut Pasteur.) 


Les recherches de Séguin [4] sur nombre de spirochétes et 
nos recherches [2] sur le Spirochaeta pallida ont révélé un 
nouveau mode de division de ces micro-organismes : ceux-ci 
émettent des formes minuscules, des micro-spirochétes et des 
granules munis de filaments, qui évoluent vers le spirochéte 
typique. Dans ce mémoire nous apportons de nouveaux docu- 
ments concernant le Spirochaeta pallida. 

Rappelons cependant, en quelques mots, le mode de divi- 
sion normal des spirochétes : ces organismes spiralés se divi- 
sent transversalement ; les auteurs sont 4 peu prés unanimes 
a cet égard. Tel est aussi le cas du spirochéte de Schaudinn. 
Voici comment, d’aprés les auteurs, s’opére cette division 
un spirochéte particuliérement long, & nombreux tours de 
spire, s’amincit vers son milieu, s’étire, et il résulte deux 
spirochétes de dimensions égales unis par un filament fin ; la 
rupture de ce filament libére les deux spirochétes. 

Cependant, d’aprés nos recherches, le Spirochaeta pallida 
peut se diviser transversalement sur toute sa longueur ; il 
peut se diviser non seulement en spirochétes munis de nom- 
breux tours de spire, mais aussi en spirochétes a trois, 4 deux 
tours de spire ; il peut émettre par le méme processus de 
division des spirochétes & un et & moins d’un tour de spire. 
Enfin le Spirochaeta pallida peut é6mettre des formes 4 demi- 
tour de spire ou un granule, qui se libérent et évoluent vers 
les formes & un, deux, trois, a plusieurs tours de spire ; 
chaque forme minuscule, chaque granule est pourvu f@’un 
filament vestige du périplasme spirochétien étiré et rompu 
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lors de la division. Le granule muni d'un filament, c’est notre 
granule spirochétogéne ; nous l’appelons aussi plus briéve- 
ment spirochétogéne. Ainsi, & cdté de la division normale, 
réguliére des spirochétes en formes possédant déja plusieurs 
tours de spire, il existe une division anormale, irréguliére 
donnant naissance & des spirochétes pourvus d’un nombre 
fort réduit de tours de spire, & deux, & un et méme a moins 
d’un tour de spire, & des granules spirochétogénes. 

Nous avons exposé ces notions dans des publications anté- 
rieures, notamment dans ces Annales. Mais afin d’éviter tout 
malentendu, nous avons fait dans nos publications la part 
entre les images se rapportant a la division par spirochéto- 
eéne et les formes minuscules et entre les images de cer- 
taines formes atypiques de signification encore douteuse. 
Nous avons rappelé que le parasite de la syphilis revét d’au- 
tres aspects que la forme spirochéte. Aprés la découverte du 
Sptrochaeta pallida de Schaudinn, on a décrit, en effet, des 
formes en boucles, en couronnes, en filaments, etc..., des 
granulations d’origine parasitaire : Berger [3], Jacquet et 
Sézary [4], Prowazek [5], Levaditi et Roché [6], Sézary [7], 
etc., et plus récemment Levaditi, Schoen et Sanchis Bayar- 
ri {8], Warthin et Olsen [9], Nyka [10], etc... Parmi les spiro- 
chétes atypiques, il existe, avons-nous dit, des formes de 
dégénérescence comme ces spirochétes fortement variqueux. 
Notons aussi qu’on peut établir toute une série de stades 
intermédiaires entre le spirochéte typique jusqu’au corpuscule 
arrondi : spirochétes portant un anneau & une extrémité ou 
le long du corps, d’autres disposés en couronne. Cette cou- 
ronne se resserre de plus en plus, en méme temps gue la 
forme spiralée s’atténue, s’efface. Le spirochéte se transforme 
donc en un corpuscule arrondi, limitant un espace clair en 
son milieu, lequel contient un point central ; cet espace clair 
prend une teinte sombre et le corpuscule devient presque 
homogéne. Serait-ce la forme de résistance du parasite > Ou 
plutét le terme de Vinvolution du parasite qui, arrivé A ce 
stade, cesse de vivre ? Dans l'état actuel de la technique nous 
ne pouvons rien alfirmer. Cependant, ajoutions-nous, nous 
avons trouvé dans nos préparations des formes dont la signi- 
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fication nous parait hors de doute : elles proviennent de la 
fragmentation irréguliére des spirochetes. II s'agit la d’un 
mode de division que les recherches de Séguin sur nombre de 
spirochétes et nos recherches sur l’agent de la syphilis et 
sur un spirochéte des eaux ont mis en évidence. 

Nos premiéres recherches étaient faites sur du matériel 
provenant de cas de syphilis tardive : gommes syphilitiques, 
aortite, anévrisme de l’aorte, paralysie générale. C’est dans la 
syphilis tardive en effet que nous avions découvert les formes 
minuscules et le spirochétogéne syphilitique ; car ici les 
recherches se trouvent facilitées, et par l’abondance de ces 
formes et par la rareté des parasites typiques. Nous savons 
que d’une facon générale les spirochétes typiques sont plus 
rares dans les lésions tardives que dans celles des périodes 
primaires et secondaires et de I’hérédo-syphilis précoce. Les 
parasites typiques fourmillent en effet dans les lésions du 
début, et leur imprégnation massive masque les formes minus- 
cules et les spirochétogénes. Pour mettre en évidence ceux-ci 
il faut recourir 4 une technique particuliérement délicate. 
Or aprés notre découverte dans les lésions tardives, nous 
avions entrepris des recherches étendues dans les lésions 
primaires et secondaires, dans les lésions d’hérédo-syphilis 
précoce et dans celles de la syphilis expérimentale du lapin. 
Souvent ce n’est qu’aprés de patientes recherches, de nom- 
breux examens, que nous avons pu déceler toutes ces formes. 
Aussi, avertissons-nous ceux qui désirent étudier le spiroché- 
togéne et les formes minuscules, qu’ils se heurteront souvent 
a des difficultés quasi insurmontables. Heureux ceux qui au 
premier essai les auront constatés. Mais, loin de se décourager, 
en multipliant les essais et, grace aussi A une technique 
rigoureuse, ils finiront par les retrouver. 

Notons encore que si nous avons pu retrouver aussi le spiro- 
chétogéne et les formes minuscules dans les lésions du début 
de la syphilis chez l’adulte : accident primaire, plaques 
muqueuses, condylomes, et dans l’hérédo-syphilis précoce 
cordon ombilical, placenta, foie, l'étude du syphilome expéri- 
mental du lapin nous a surtout permis d’approfondir et 
d’étendre nos recherches. Le syphilome expérimental présente 
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un grand avantage ; il permet de disposer d’un matériel frais, 
contenant des spirochétes vivants. 

Pour le matériel de syphilis humaine, aussi bien d’hérédo- 
syphilis précoce que de syphilis acquise, le Professeur 
Brindeau a bien voulu le mettre largement & ma disposition ; 
le matériel concernant l’hérédo-syphilis surtout est consi- 
dérable, et son étude est loin d’étre terminée (4). 

En ce qui concerne les lésions cutanées et muqueuses 
humaines, nous avons utilisé autant que possible les lésions 
fermées ou peu ulcérées : pour les syphilomes expérimentaux 
toutes nos figures proviennent des préparations de lésions 
fermées. Quant a la technique, alors que pour le matériel 
provenant des cas de syphilis tardive ou d’hérédo-syphilis 
précoce nous nous sommes servi de la méthode des coupes 
pour les chancres et les condylomes humains. ainsi que pour 
le syphilome du lapin, nous avons imprégné a l’argent des 
lames contenant des suspensions de spirochétes dans du sérum 
artificiel : solution de NaCl a 0,8 p. 100. Convenablement 
diluées, ces suspensions étalées entre lames et lamelles ou 
déposées en gouttelettes sur lames ont été soumises aux 
vapeurs d’acide osmique, puis aprés dessiccation, traitées par 
la méthode de Fontana-Tribondeau modifiée par Séguin. Qu’on 
nous permette d’insister sur importance de la dilution ; on 
sait en effet que pour étudier les microorganismes par les 
méthodes d’imprégnation et de surcoloration il est nécessaire 
de diluer dans les solutions salines isotoniques, pratiquement 
dans une solution aqueuse de NaCl & & p. 4.000, les cultures, 
les sérosités, les produits de dissociation, de broyage tissu- 


(1) Il m’a été possible & plusieurs reprises d’exprimer au Prof. Brin- 
deau toute ma gratitude; qu’il me permette encore de l’assurer 
que jamais je n’oublierai l’intérét que, depuis plus de vingt ans, il a 
témoigné pour mes recherches ; jamais je n’oublierai la cordiale amitié, 
l’affection dont lui et une noble et chére disparue m’ont comblé. 
J’adresse aussi mon souvenir ému & la mémoire de 1’éminent syphi- 
ligraphe Paul Ravaut, auquel une estime réciproque m/’unissait par 
les liens les plus solides. Il m’a toujours réservé un généreux accueil 
dans son service, Mes remerciements vont encore au D™ Rabaut, son chef 
de laboratoire, au Prof. Bessemans et au D* Saenz, qui ont bien voulu 


me confier des souches de syphilome de lapin, au D™ Nyka qui m’a 
donné la souche Truffi. 
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laire, qui les contiennent. La dilution est une opération déli- 
cate et trés importante, c’est la condition sine qua non de la 
réussite ; plus le milieu est riche en microorganismes, en 
protéines, plus il faut le diluer. A défaut de cette opération, 
il est impossible d’obtenir un résultat tant soit peu satisfaisant. 

Avant d’exposer en détail le mode de division du Spiro- 
chaeta pallida par émission de spirochétogénes et de formes 
minuscules, nous désirons attirer attention des chercheurs 
sur certaines particularités quant 4 la dimension, a la forme, 
& la disposition de ces parasites. Loin de constituer une 
digression, cette étude nous permettra d’étendre nos connais- 
sances sur la morphologie du parasite de Ja syphilis, d’inter- 
préter les images énigmatiques, les images fallacieuses qui 
ont pu induire en erreur les observateurs les plus sagaces. 
Avertissons pourtant le lecteur qu’il trouvera des répétitions 
dans les pages qui vont suivre ; ces répétitions sont voulues : 
elle permettront d’insister sur les sujets que nous avons jugés 
importants. 

Nous trouverons donc successivement : 1° des variations 
dans la taille du Spirochaeta pallida ; 2° existence constante 
des spirochétes atypiques ; 3° des images fallacieuses inter- 
prétées comme figures de division longitudinale ; 4° des modes 
de division du Spirochaeta pallida ; division normale, régu- 
liére ; division anormale, irréguliére par émission de formes 
minuscules et de spirochétogénes syphilitiques. 


VARIATIONS DANS LA TAILLE DU Spirochaeta pallida. 


Les dimensions du Spirochaeta pallida varient, on le sait, 
dans de larges limites. A cdté du spirochéte classique long de 
6 a 15 & 6-45 tours de spire, il en existe qui sont plus longs 
ou plus courts, 4 tours de spire plus nombreux, plus réduits. 
Nos observations montrent cependant que ces variations sont 
plus fréquentes qu’on ne le pense généralement. Si dans une 
lésion au début de son développement, ou encore en plein 
développement, on constate un grand nombre de spirochétes 
sensiblement analogues & celui du type classique, on y trouve 
toujours des spirochétes de dimensions différentes de ce type. 
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D’une facon générale le nombre de ces spirochétes est plus 
considérable dans les lésions ayant acquis tout leur dévelop- 
pement et dans celles en régression. Devant les préparations 
contenant des spirochétes de tailles si différentes, on serait 
tenté de croire & l’existence de deux ou trois sortes de spiro- 
chétes, peut-étre davantage. Autant dire qu’on serait tenté de 
croire & une contamination par d’autres spirochétes ; or, 
répétons-le encore une fois, nos examens ont porté non seule- 
ment sur des lésions ouvertes, plus ou moins contaminées 
par conséquent, mais encore et surtout sur des lésions fermées. 
Nous n’insistons plus sur notre maniére de procéder qui a été 
exposée & propos de la technique. Aussi nous pouvons conclure 


que le Spirochaeta pallida peut présenter de grandes variations 
dans les dimensions. 


EXISTENCE CONSTANTE DES SPIROCHETES ATYPIQUES. 


Le parasite de la syphilis revét, avons-nous dit, d’autres 
aspects que la forme spirochéte ; nous venons de décrire des 
formes ot le parasite ne présentait plus la disposition 
spiralée. Cependant, comme l’ont montré Sobernheim et 
Tomasczewski [44], Oppenheim et Sach [42], Herxheimer et 
Léser [43], Nicolas, Favre et André [44], Berger [45], etc..., 
il existe aussi des parasites qui tout en possédant cette dispo- 
sition s’éloignent par d’autres caractéres du spirochéte typique. 
Jacquet et Sézary [46], puis Sézary [47] seul ont surtout minu- 
tieusement décrit et figuré des spirochétes atypiques. On trou- 
vera dans leurs travaux de précieuses indications & ce sujet. 

Dans nos communications antérieures nous avons confirmé 
déji Vexistence des formes atypiques du parasite de la 
syphilis. Notons cependant que si les spirochétes atypiques, 
ainsi que les formes parasitaires atypiques, non spiralées, 
existent surtout dans les Iésions de syphilis tardive, ils 
existent aussi dans les lésions primaires et secondaires, dans 
celles de Vhérédo-syphilis précoce et de la syphilis expéri- 
mentale du lapin. Seulement leur nombre est moins consi- 
dérable par rapport aux spirochétes typiques. En effet, comme 
nous l’avons déjé fait remarquer, dans la plupart des cas, les 
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spirochétes typiques fourmillent au niveau des Iésions, et leur 
imprégnation massive dans les coupes masque les formes para- 
sitaires anormales. Pour les mettre en évidence il est préfé- 
rable, et souvent méme indispensable, de recourir a la méthode 
dimprégnation sur lame, suivant les techniques exposées 
précédemment. L’examen des lames révéle alors A cété de 
spirochétes typiques, des formes atypiques ; parmi celles-ci, 
signalons les spirochétes atypiques, c’est-d-dire soit les spiro- 
chétes qui, tout en possédant les caractéres du type classique, 
en présentent d'autres qui leur sont particuliers, soit aussi 
les spirochétes dont tous les caractéres différent de ceux du 
spirochéte type. Ici nos recherches confirment encore les 
travaux de Sézary. Mentionnons parmi les spirochétes de la 
premiére catégorie : ceux portant un anneau A une extrémité 
ou le long du corps, ceux comme étirés en leur milieu, cons- 
titués par deux portions normalement spiralées et unies par 
une ligne droite. « Certains autres sont au contraire étirés 
a leurs extrémités ou a une d’entre elles. Dans le premier cas, 
quelques spires normales persistent 4 la partie moyenne du 
microorganisme, tandis que ses deux extrémités sont recti- 
lignes et effilées... ». « Certains individus ne sont pas 
déformés & proprement parler. Ils sont amincis autant qu’il 
est possible, leurs tours de spire sont plus serrés, moins 
profonds, mais encore réguliers ». Cependant avons-nous 
dit il existe des spirochétes atypiques qui, bien que spiralés 
ne présentent plus les caractéres du spirochéte de Schaudinn. 
D’épaisseur fort variable, tantét normale, tantdot diminuée, 
ils perdent leurs tours de spire réguliers et présentent des 
courbures larges et irréguliéres. Ils ressemblent aussi au 
Spirochaeta refringens. Ces types sont utiles 4 connaitre car, 
si A cété d’eux on trouve des tréponémes normaux, on devra 
avant de croire & une association de spirochetes et de trépo- 
nomes se demander, A l’exemple de Bosc, s’il ne s’agit pas de 
formes atypiques de l’agent de la syphilis... Il existe aussi 
des formes mixtes dans lesquelles une partie du micro- 
organisme a les caractéres du tréponéme, tandis que l'autre 
présente ceux du Spirochaeta refringens... Certains types 


446 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


affectent encore la disposition d’une ligne mince irrégulié- 
rement brisée... » 

De notre cdté, signalons des spirochétes notablement épais 
& spires peu accusées, comme détendues en parties. D’autres 
longs comme un spirochéte normal mais présentant deux ou 
trois spires seulement, le reste étant rectiligne, de la méme 
épaisseur que la portion spiralée et quatre ou cing fois plus 
long que celle-ci. 

Si nous avons insisté quelque peu sur l’existence des spiro- 
chétes différents des formes typiques du Spirochaeta 
pallida, c’était pour avertir le lecteur non prévenu, qui, 
devant certaines images se demanderait s'il s’agit bien du 
parasite de la syphilis. Or, d’aprés nos recherches, dans toutes 
les lésions syphilitiques primaires, secondaires, tardives, 
dans lVhérédo-syphilis précoce, dans le syphilome expéri- 
mental du lapin, Jes formes parasitaires anormales, les 
spirochétes atypiques existent toujours, mais avec une 
fréquence trés variable. Trés communes dans la syphilis 
tardive, ces formes sont moins fréquentes dans Jes lésions du 
début ; parfois elles y sont méme trés rares ; d’ordinaire on 
les décéle plus facilement dans les lésions ayant atteint leur 
développement. 

Les spirochétes qui différent des formes ltypiques du Spiro- 
chaeta pallida relévent donc du virus syphilitique. Sont-ce 
des formes de dégénérescence > Si on peut l’affirmer pour 
certains spirochétes fortement variqueux, pour la plupart que 
nous venons de décrire, nous ne le pensons pas. Pour nous ce 
sont des formes parasitaires plus ou moins différentes du 
spirochéte type, et c’est tout. Pour nous il s’agit de spiro- 
chétes vivaces. Nous avons surpris nombre de ces spirochétes 
atypiques se divisant soit d’une facon normale, soit par 
émission de formes minuscules, de spirochétogénes. On ne 
s’étonnera donc pas de voir dans nos dessins et dans nos 
micro-photographies, A cdté des spirochetes  classiques, 
d’autres morphologiquement quelque peu différents mais qui 
présentent quand méme des figures de division réguliére et 
irréguliére. | 
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IMAGES FALLACIEUSES INTERPRETEES COMME FIGURES 
DE DIVISION LONGITUDINALE. 


Les spirochétes, le Spirochaeta pallida, avons-nous dit, se 
divisent transversalement ; les auteurs sont A peu prés 
unanimes 4 cet égard. Quelques-uns cependant admettaient 
jusqu’a ces derniers temps la division longitudinale, d’autres, 
plus éclectiques, professaient une opinion mixte ; division 
transversale et longitudinale a Ja fois. Mais il fut un temps 
ou des spirochétologistes, Schaudinn en téte, n’admettaient 
que la division longitudinale : aprés les travaux de ce savant 
nombre d’auteurs ont, en effet, décrit des formes semblant 
indiquer la division des spirochétes suivant leur axe longi- 
tudinal. Formes en Y ; deux microorganismes accolés sur 
une portion de leur corps, puis s’écartant de l’autre. Formes 
en V, en O ot les deux spirochétes ne sont réunis que par 
une ou deux extrémités. Devant de pareilles images on serait 
tenté de croire qu’il s’agit bien d’une division longitudinale. 
Les recherches de Séguin sur le Spirochaeta calligyra et les 
notres sur le Spirochaeta pallida ont montré cependant que 
lors de la division transversale, les spirochétes nouveaux 
retenus encore par le périplasme se replient l’un contre 
Tautre, le périplasme formant charniére, et s’enroulent 
entiérement dans le sens de Jeur longueur. Les images des 
périodes d’enroulement et celles de déroulement qui leur 
succédent ont été souvent interprétées comme des figures de 
division longitudinale. Notons que ces phénoménes s’obser- 
vent sans qu’un périplasme réunisse les spirochétes. Dans 
ses films si intéressants, Commandon nous a montré aussi 
que deux spirochétes se vissent, suivant son expression, 
s’enroulent puis se déroulent sans qu’un filament paraisse 
réunir les deux microorganismes. On comprend dés lors que 
méme des observateurs de premier ordre aient pu commettre 
une erreur d’interprétation. 
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Mope bE pivision DU Spirochaeta pallida. Division NORMALE 
REGULIERE. DIvISION ANORMALE IRREGULIERE PAR EMISSION DE 
FORMES MINUSCULES ET DE SPIROCHETOGENES. 


Dans les pages précédentes, nous avons attiré l’attention 
des auteurs sur les formes parasitaires anormales de signifi- 
cation douteuse. Cependant nous avons trouvé dans nos 
préparations des formes dont la signification parait hors de 
doute ; elles proviennent de la fragmentation irréguliére des 
spirochétes. Il s’agit d’un mode de division que les recherches 
de Séguin et nos propres recherches aussi ont mis en évidence. 

Les recherches de Séguin sur le Spirochaeta calligyra, le 
Spirochaeta gallinarum et certains spirochétes buccaux, et 
tout derniérement encore ses travaux en collaboration avec 
Vinzent sur le Spirochaeta microdentium ; nos propres 
recherches sur le Spirochaeta pallida A toutes les périodes de 
la syphilis acquise, dans Vhérédo-syphilis précoce, dans la 
syphilis expérimentale, ainsi que sur un spirochéte des eaux, 
sont en effet des plus démonstratives. Elles montrent que chez 
tous ces microorganismes, a cété de la division transversale 
classique donnant naissance a des spirochétes déja munis de 
plusieurs tours de spire, il existe un autre mode de division. 

Dans ce mémoire nous rapporterons nos observations rela- 
tives 4 la syphilis. Rappelons cependant le mode de division 
normale du Spirochaeta pallida. Voici ce qu’on observe sur 
les préparations traitées par Vimprégnation A l’argent. Vers 
le milieu d’un spirochéte particuliérement long apparait un 
pont tranchant par sa teinte grise sur la teinte noiratre du 
microorganisme, ce pont s’allonge, s’étire, se réduit en un 
filament mince retenant encore les deux spirochétes ainsi 
formés ; enfin la rupture du filament libére ceux-ci ; si bien 
que chez les spirochétes qui viennent de subir ce processus on 
trouve un filament & l’extrémité qui vient de se libérer ; en 
pareil cas le filament est sans doute le témoin de la division. 
Ajoutons cependant que dans les lésions en plein dévelop- 
pement, quand les spirochétes se multiplient d’une facon 
intense, le processus de division paratt s’accomplir d’une 
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fagon si rapide que souvent les spirochétes semblent se couper 
brusquement au niveau du_ point périplasmique a peine 
esquissé ; les spirochétes nouvellement formés paraissent 
alors dépourvus de filament, tout juste si on peut apercevoir 
une ébauche, un bout tout court, effilé, de teinte erisatre. 
Dans les lésions ayant déja évolué et surtout dans les lésions 
de syphilis tardive ot généralement la division des spiro- 
chétes a lieu suivant un rythme moins rapide, on peut étudier 
plus facilement les phases successives de la division trans- 
versale. 

Nous venons d’étudier la division d’un spirochéte en deux 
microorganismes ; c’est la division normale, simple. Mais 
parfois au lieu de se diviser en deux, un spirochéte par le 
méme processus se divise en trois, quatre spirochétes : c’est 
la division normale, multiple. Or le spirochéte de la syphilis 
peut de la méme maniére aussi se diviser en spirochétes minus- 
cules 4 deux tours, 4 un tour, & moins d’un tour de spire. Le 
spirochéte peut enfin émettre un granule qui se détache du 
spirochéte par le méme processus de division transversale. 
Ces formes minuscules ainsi que le granule spirochétogéne 
sont reliés d’abord au spirochéte d’origine par un filament 
qui, au cours de la division s’étire, s’allonge, s’amincit et 
finit par se rompre ; mais il reste appendu aux formes et au 
spirochétogéne ainsi libérés. Fait intéressant, de méme qu’au 
cours de la division normale multiple, un spirochéte peut se 
diviser en trois, quatre microorganismes a plusieurs tours de 
spire, de méme un spirochéte au lieu d’émettre une seule 
forme minuscule, un seul spirochétogéne, peut émettre plus 
d’un spirochétogéne, plus d’une forme minuscule, et méme 
simultanément une forme minuscule et un spirochétogéne. 

Notons que les produits de division irréguliére sont cons- 
titués par des formes minuscules, par des spirochétogénes et 
un spirochéte, celui-ci non minuscule, un spirochéte encore 
muni de quelques ou de plusieurs tours de spire. Mais il 
arrive aussi qu’un spirochéte typique peut subir la fragmen- 
tation totale, qu’il se divise totalement en formes minuscules 
et en spirochétogénes. On observe alors diverses dispositions : 
des formes minuscules & un tour, & moins d’un tour de spire, 
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des spirochétogénes se succédant a la file et tous reliés par 
le filament périplasmique dont la rupture libére ces formes 
issues de la fragmentation totale des spirochétes typiques. 

Dans ce mode de division anormale que nous venons 
d’étudier nous aurons donc a distinguer : la division anormale 
simple, quand un spirochéte émet une seule forme minus- 
cule ou un seul spirochétogéne ; la division anormale mul- 
tiple, quand le spirochéte émet plus d’une forme minuscule, 
ou plus d’un spirochétogéne. 

C’est le moment de mentionner 1]’étude de Kermorgant [48], 
dans le laboratoire de Salimbeni, sur le spirochéte considéré 
par lui comme l’agent des oreillons. Nous ne discuterons pas 
ici le réle étiologique de ce microorganisme ; mais nous 
dirons que l’étude de Kermorgant sur le granule spirochétien 
contient des observations d’un grand intérét général : « Cette 
étude nous a montré, en outre, un mode particulier de division 
des spirochétes : le granule spirochétien. De l’extrémité d’un 
spirochéte se détache un grain, d’abord relié au parasite par 
un cil ; ce cil se rompt et le granule cilié est libre dans la 
culture. » 

Remplacons le mot cil par périplasme et nous n’aurons 
rien & changer a cette description, que ies recherches de 
Séguin sur nombre de spirochétes et les nétres sur le parasite 
de la syphilis et sur un spirochéte des eaux confirment inté- 
gralement. Ces recherches permettent aussi d’étendre et de 
généraliser aux organismes spiralés la notion du granule 
spirochétien. 

Dans les cultures de Kermorgant le spirochéte était associé 
avec un vibrion, organisme monocilié dont la présence pouvait 
créer une confusion. Cependant nos nouvelles et multiples 
recherches avec diverses techniques d’imprégnation nous 
permettent d’affirmer Jlexactitude des observations de 
Kermorgant. 

Tout comme les spirochétes le Spirochaeta pallida se 
reproduit par division transversale, soit réguliére, soit par 
émission 4 une extrémité de formes minuscules & deux, un et 
moins d’un tour de spire et d’un granule tous reliés d’abord 
au spirochéte par le périplasme dont Ja rupture les libére. 
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Toutes ces formes sont pourvues d’un filament terminal, 
vestige du périplasme étiré et rompu. Notons que d’aprés les 
recherches de Séguin et les nétres, les spirochétes subissent 
aussi une fragmentation totale et se transforment en formes 
minuscules et en granules. Une remarque trés importante 
les formes & un, deux tours de spire sont déja des spirochétes 
(formes minuscules), mais les granules a filaments n’en sont 
pas, ils n’en sont que les germes ; ce sont nos granules ultra- 
virus (Séguin, Manouélian). Mais ultra-virus ou mieux encore 
infra-virus ne sont pas, avouons-le, des termes propres pour 
désigner nos granules. Ces expressions étant réservées pour 
les virus invisibles. Nous leurs avons préféré le mot spiroché- 
togéne qui traduit bien notre pensée. 

Ces germes traversent les filtres bactériens. Kermorgant les 
a retrouvés aprés filtration et centrifugation du _filtrat. 
Séguin les a obtenus en filtrant les cultures de Spirochaeta 
calligyra a travers une bougie Chamberland L 2 neuve. 
Nous les avons aussi retrouvés dans le filtrat d’un spirochéte 
des eaux. Quant au Spirochaeta pallida, limpossibilité 
d’obtenir des cultures pures, quoi qu’on ait dit, rend la tache 
difficile. Cependant les dimensions sensiblement analogues 
des granules du parasite de la syphilis et de ceux des spiro- 
chétes filtrables rendent vraisemblable Vhypothése de la 
filtrabilité du spirochétogéne de la syphilis. 

Nous avons déja dit que les formes minuscules sont munies 
d’un filament, vestige du périplasme étiré, rompu lors de la 
division. Ce filament est d’une importance capitale pour 
étude du granule spirochétogéne ; celui-ci n’est pas, en 
effet, un simple grain imprégné par l’argent mais bien un 
granule muni d’un filament. Et c’est grdce & ce filament 
qu’on peut affirmer la nature spirochétienne d'un granule. 
Dans les préparations soumises 4 l’imprégnation argentique: 
on constate un nombre considérable de grains imprégnés, 
mais quant & leur nature on ne peut que hasarder des hypo- 
théses. S’agit-il de granulations d'origine tissulaire ou 
humorale? S’agit-il de granulations constituant les produits 
ultimes de dégénérescence des spirochétes ou au contraire de 
granulations spirochétogénes? On ne saurait rien affirmer. 
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Mais tout doute disparait, l’hypothése devient un fait indis- 
cutable, quand nous voyons, dés son origine, le granule né 
d’un spirochéte s’en détacher par 1’étirement du filament 
périplasmique. Le filament périplasmique joue donc un role 
trés important dans la division et l’évolution du Spirochaeta 
pallida. Sans ce filament, impossible de suivre ces processus : 
c’est le témoin de lorigine spirochétienne du granule. 

En envisageant d’une facon générale la division du parasite 
de la syphilis, nous dirons : le Spirochaeta pallida se multi- 
plie par division transversale en donnant des _ spirochétes 
pourvus déja de plusieurs tours de spire. Mais il peut aussi, par 
le méme processus de division transversale, émettre des for- 
mes & deux tours, & un tour, & moins d’un tour de spire et 
des granules spirochétogénes. En un mot le Spirochaeta pal- 
lida peut se diviser en n’importe quel point de sa longueur 
donnant des spirochétes a plusieurs, 4 trois, 4 deux tours, des 
spirochétes & un tour, des formes & moins d’un tour de spire, 
et des granules qui eux ne sont plus des spirochétes au sens 
littéral du) mot, mais des spirochétogénes, c’est-a-dire les 
germes du parasite de la syphilis. 


IMPORTANCE DES FORMES MINUSCULES ET DU SPIROCHETOGENE 
SYPHILITIQUE. 


L’étude des formes minuscules du Spirochaeta pallida et 
du spirochétogéne syphilitique ne comporte pas seulement un 
intérét d’ordre théorique mais d’ordre pratique aussi. La pré- 
sence de ces formations permet, en l’absence de tout spiro- 
chéte typique, d’affirmer la nature syphilitique d'une lésion. 
Dans les gommes_ syphilitiques, dans les anévrismes de 
Vaorte, dans la paralysie générale (loc. cit.), il existe des 
portions ot! les spirochétes typiques sont trés rares ; dans 
certaines régions ils sont méme introuvables, mais on y 
constate des formes anormales, et, surtout des formes minus- 
‘cules et des spirochétogénes. Il en est de méme dans certains 
cas d’hérédo-syphilis précoce : cordon ombilical, placenta. 
Il en est encore ainsi des ganglions lymphatiques, notamment 
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des ganglions poplités au cours de la syphilis expérimentale 
du lapin. 

Il peut en étre de méme aussi des ganglions au cours de la 
période primaire de la syphilis humaine comme le prouve 
une observation de Clément Simon et de R. Mollinedo [49], 
observation dont l’importance n’échappera, pensons-nous, A 
personne. Fait intéressant : alors que l’examen au fond noir 
et Vimprégnation a l’argent de la_ sérosité d'une érosion, 
seul accident cutané, ne révélait aucun spirochéte typique et 
que les réactions sérologiques étaient négatives, l’imprégna- 
tion a l’argent du suc ganglionnaire montrait seule des spiro- 
chétogénes et des formes minuscules. Ce n’est que dix jours 
aprés, lors d’un nouvel examen du suc ganglionnaire, qu’on 
a pu constater de rares spirochétes typiques ; il existait aussi 
de nombreuses formes minuscules et des granules spiroché- 
togénes. Aprés trois injections de novarsénobenzol on cons- 
tatait & l’examen au fond noir et aprés imprégnation, des 
spirochétes atypiques, fragmentés, des spirochétogénes et 
des formes minuscules, contrastant avec la rareté de la 
forme typique des spirochétes (1 pour 7 lames). Aprés dix 
injections de novarsénobenzol (en tout 5 gr. 10), ’examen au 
fond noir était négatif. L’examen aprés imprégnation argen- 
tique montrait une absence totale de spirochétes typiques, 
mais on notait des tréponémes granuleux, variqueux ainsi 
que de rares et pales formes minuscules de spirochétes et de 
rares spirochétogénes se colorant difficilement. 

Et voici la conclusion des auteurs : 

« La constatation de formes ultra-courtes (formes munies 
d’un filament terminal) de tréponémes dans les ganglions 
primaires a, nous semble-t-il, une importance doctrinale et 
pratique ». 

« Au premier de ces points de vue, on peut penser que ces 
formes minuscules font partie du cycle régulier du tréponéme 
et constituent un stade intermédiaire entre les granules spi- 
rochétogénes de Manouélian et les formes typiques de Schau- 
dinn et Hoffmann. Leur persistance aprés un traitement sulfi- 
sant pour faire disparattre les formes normales suggere Vhy- 
pothése qu’elles soient les formes de résistance du parasite ». 
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«Au point de vue pratique, nous avons montré que nous 
avons pu faire un diagnostic précis par la mise en évidence de 
ces granules, de ces formes minuscules, vingt-quatre jours 
avant d’avoir un ultra positif, par ponction ganglionnaire, 
dans un cas de syphilis probablement sans chancre. Les réac- 
tions sérologiques n’étaient positives que onze jours (Hecht) 
et vingt-quatre jours (Wassermann) aprés nos constatations. » 

Notons que le cas rapporté par Clément Simon et R. Mol- 
linedo n’est pas le seul qu’ils aient observé. Les auteurs pos- 
sedent affirment-ils, plusieurs autres observations ot. l’exa- 
men dans les ganglions a montré des formes minuscules et 
des spirochétogénes. 

Nous terminerons en attirant l’attention des auteurs sur 
un document passé inapercu méme par Schaudinn qui nous 
l’a pourtant fait connaitre. 

Sur la microphotographie publiée [20] par lui en 1907, il 
existe trois spirochétes dont deux sont munis de prétendus 
cils. Dans un prochain mémoire nous traiterons cette ques- 
tion des cils. Contentons-nous de faire remarquer cependant 
que si les cils paraissent notablement altérés chez le spiro- 
chéte droit, le cil du spirochéte gauche parait homogéne, 
réguliérement calibré. Or, qu’on regarde attentivement ce 
filament 4 lorigine : il est attaché au dernier demi-tour de 
spire du parasite mais alors que les autres spires du_ spiro- 
chéte possédent sensiblement la méme épaisseur, la derniére 
spire parait comme interrompue & son milieu, le dernier demi- 
tour de spire se trouve relié au spirochéte par un pont a 
peine perceptible, d’une teinte gris pale. Ce pont indique le 
début de l’émission d’une forme minuscule, d’un parasite a 
un demi-tour de spire ; ainsi, sans s’en douter, Schaudinn, 
trente-trois ans auparavant, a figuré, le premier, la genése 
d’une forme minuscule du Spirochaeta pallida. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE 


Toutes nos figures saufles figures 11 et 12 proviennent de microphotographies 
de préparations sur lames de syphilome expérimental du lapin, imprégnées 
par la méthode de P. Séguin. Gross. : 2.250 diamétres. Camera Leitz Makam. 
P, Séguin photo. 

Fic. 14. — Division normale multiple; 4 drolte les nouveaux spirochétes sont 
encore retenus par deux ponts périplasmiques de teinte gris clair; & gauche 
le spirochéte s’est libéré a la suite de la rupture du pont. 


Fic. 2. — Division anormale simple. Une forme minuscule 
a deux tours de spire est encore reliée 4 un spirochéte a plusieurs tours. 
Fic. 3. — Une forme minuscule libre. 
Fic. 4. — Un spirochéte émettant de son extrémité gauche un spirochétogéne. 
Fic. 5. — Un spirochéte émettant par son extrémité inférieure 


deux spirochétogénes. 
Fic. 6, 7, 8. — Spirochétogénes. 


Fic. 9. — Un spirochéte et immédiatement a sa droite un spirochétogene. 
Fic. 10. — Spirochéte 4 moins d’un tour de spire muni de son filament. 


Fic. 141 et 12. — Spirochétogénes : chancre et condylome humains. 


SUR LA REPARTITION DU BORE 
DANS LES ORGANES DU TABAC DES PAYSANS 


par GasrieL BERTRAND et Lazare SILBERSTEIN. 


Les déterminations quantitatives de bore que nous avons 
effectuées dans les divers organes du Lis blanc (1) ont révélé 
un fait remarquable : l’accumulation relative du métalloide 
dans les pistils et dans les étamines, accumulation qui con- 
duit & supposer une intervention particuliére du bore dans la 
fonction reproductrice. 

Etant donné limportance physiologique possible de ce 
fait, nous avons tenu a4 contréler s’il se retrouverait dans 
une autre espéce végétale trés différente. Pour plusieurs rai- 
sons d’ordre expérimental (conditions de culture, formes et 
dimensions des organes, etc.), le nombre des espéces a choisir 
est plus limité qu’on pourrait le croire au premier abord. II 
faut pouvoir cultiver la plante a proximité du _ laboratoire, 
qu'elle ne soit ni trop grande, ni trop petite, que la dissection 
de ses organes floraux ne soit pas par trop difficile, etc. Pour 
étre comparé au Lis blanc, qui appartient aux Monocotylédo- 
nes, nous avons choisi, cette fois, le Tabac des paysans (Nico- 
tiana rustica L.), de ’embranchement des Dicotylédones. 

La plante a été cultivée & Paris dans le jardin de 1’Institut 
Pasteur. Quand elle a commencé A fleurir, on en a récolté 
deux pieds (de 84 centimétres de hauteur) qui ont été immé- 
diatement lavés, essorés avec du papier a filtre et pesés. Puis 
on a séparé les racines, les tiges, les feuilles et les inflores- 
cences. Les tiges ont été divisées, de la base au sommet, en 
quatre portions de longueur égale et les feuilles séparées en 
autant de lots correspondants. Comme il n’y avait pas assez 
de substance pour permettre le dosage du bore dans _ les 


(1) Ces Annales, 61, 1938, p. 104. 
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feuilles supérieures et dans les inflorescences, non plus que 
dans les trés petites feuilles de ces dernidres, on a ajouté les 
mémes parties provenant de trois autres pieds ayant atteint 
Je méme degré de développement. Rapportés A un seul pied, 
les poids suivants d’organes ou de parties d’organes ont été 
obtenus : 


TABLEAU I. 


MATIERES FRAICHES MATIERES SECHES 


ORGANES OU PARTIES D'ORGANES 
en grammes en grammes 


ee 


9,25 1,30 
Tige (4° quart, inférieur) ... . 20,57 Doi 
Tige ,2° quart) 18,50 A565 
Tige (3° quart) 15,20 105 
Tige (quart supérieur) 6,07 0,35 
Feuilles (1° quart, inférieur). . . 12,52 a2 
Feuilles (2° quart) ar 27,50 2,20 
Feuilles (3° quart) 29,55 Dei 
Feuilles (quart supérieur). .. . 14,52 4,34 
Petites feuilles de l’inflorescence . 2,00 0,20 
Inflorescence (sans feuilles) . . . oll 0,27 


MLOUUIRGS (g <8 peo omd 158,39 14,75 


La récolte et la séparation des organes reproducteurs a été 
plus laborieuse. Bien que le choix du tabac des paysans eit 
été favorable 4 certains égards, les fleurs présentaient, en 
effet, V’inconvénient d’avoir des dimensions assez réduites. 
Afin de rassembler de chacune de leurs parties constituantes 
assez de substance pour pouvoir y doser le bore, il a fallu 
recueillir prés de 300 fleurs, c’est-a-dire séparer, 4 la pince 
et au scalpel, non seulement autant de calices, de corolles, 
d’ovaires, etc., mais prés de 1.500 filets staminaux et un 
nombre égal d’anthéres. Cette récolte a été faite en six fois, 
du 16 au 24 octobre, au fur et & mesure de I|’é6panouissement 
des fleurs. Dés leur cueillette, celles-ci ont été disséquées, 
chaque partie pesée fraiche dans un tube taré et bouché a 
V’émeri, puis mise & l’étuve pour en connaitre le poids sec. 

Nous avons obtenu, pour les 293 fleurs ainsi préparées, les 
poids totaux suivants : 
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TaBLeag II. 


MATIERES FRAICHES MATIERES SECHES 
en grammes en grammes 


NOMS DES PARTIES EXAMINEES 


Pédoncules 
Calices 
Corolles 


Pistils : 
Ovaires 


Enfin, pour compléter notre série d’échantillons, un certain 
nombre de pieds a été laissé en culture jusqu’a la maturation 
des graines. Ces derniéres ont été purifiées par tamisage 
avant d’étre analysées. 

Tous les lots et échantillons ont été pesés frais et aprés 
dessiccation & + 400°-105°. Les cendres ont été dosées. La 
proportion de bore a été déterminée ensuite par la méthode 
microcolorimétrique dont nous nous sommes servis dans les 
recherches antérieures. 

Le tableau Il contient l'ensemble de nos résultats numé- 
riques. 

D’aprés les chiffres présentés dans les tableaux ci-dessus, 
on calcule qu’il y a dans le tabac des paysans, récolté au 
début de la floraison, 0 milligr. 7 de bore par kilogramme de 
matiére fraiche, soit 7 milligr. 4 par kilogramme de matiére 
séche. 

On voit, d’autre part, que le métalloide est trés inégalement 
réparti dans les organes. La racine et la tige, qui forment 
prés de la moitié du poids de la plante, renferment les pro- 
portions les plus faibles ; les feuilles et les inflorescences 
les proportions les plus fortes. Dans les tiges et dans les 
feuilles, on trouve d’autant plus de bore que l’on s’éléve 
davantage de la base vers le sommet ; les petites feuilles de 
inflorescence, les plus jeunes de toutes, possédent avec celles 
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TABLEAU III. 


BORE 
en milligrammes 


- NOMS par kilogramme 


analysée 
en grammes 

p- 100 

p- 100 


de matiére séche 


des organes ou parties d’organes 
de de 

matiére mati¢re 

fraiche séche 


CENDRES 


POIDS 
de matiére séche 
MATIERE SECHE 


a 


Racine 

Tige (quart inférieur) 

Tige (2° quart). . . 

Tige (3° quart) 

Tige (quart supérieur) 

Feuilles (quart inférieur), .. . . 
Feuilles (2° quart 

Feuilles (3° quart 

Feuilles (quart supérieur)... . 
Petites feuilles de l’inflorescence . 


co 
lor} 
— 


rProococoooeo 


6 
vi 
6 
5 
5 
if 
6 
8 
0 
4 


SOOM 1S 


rh 
> 
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? 
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Fleurs : 


Pédoncules 
Calices 
Corolles 
Ovaires 


<a 


> > 
SoFOWNOWOCSO 


Stigmates 

Filets 

Anthéres 
Graines 


owrFnNneErForFrF 
WOCUOMWWNOS 
RoE DO Ww OTS DO = tO 


<4 


du quart supérieur, la teneur la plus élevée. De telles varia- 
tions sont en complet accord avec celles que nous avons 
signalées antérieurement au sujet de plantes variées, ligneu- 
ses ou herbacées, et justifient opinion que nous avons for- 
mulée alors au sujet du phénoméne de dégénérescence du 
coeur ou du bourgeon terminal des plantes soumises a une 
carence de bore (2). I] apparait, en outre, dans le cas du tabac 
des paysans comme dans celui du Lis blanc, une localisation 
trés nette du métalloide dans les organes floraux : la corolle 
de la premiére plante, les divisions du périanthe de la seconde 
sont d’une grande pauvreté ; les parties males et femelles (les 
étamines et le pistil) sont au contraire les mieux pourvues, 
leur teneur en bore dépasse nettement celle des feuilles. 

Il est largement démontré aujourd’hui que le bore existe 


(2) Ces Annales, 64, 1940, p. 187. 
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en minime proportion dans les cellules végétales, bien plus, 
que cet oligoélément intervient dans les phénoménes nutritifs 
de la plante (3). La remarquable localisation que nous avons 
reconnue et que nous venons de confirmer dans les organes 
floraux nous semble accréditer fortement la supposition, 
exprimée au début de cette note, d’une intervention parti- 
culiére du bore dans Ja fonction reproductrice. 


(8) Gab. Berrranp. Ann. des Ferment., 5, 1939, p. 349, reproduit 
dans : Ann. agron., 9, 1939, p. 548. 


Le Gérant : G. Masson. 
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